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1. Rövidítés jegyzék 
 
A488: Alexa fluor 488 
ACPA: anti-citrullinated protein/peptid antibodies / anti-citrullinált fehérje/peptid antitestek  
APC: allophycocyanin / allofikocianin 
ASC: antibody secreeting cell / ellenanyag termelő sejt 
B10 sejt: IL-10 termelő B sejt 
BAFF: B-cell activating factor / B sejt aktiváló faktor 
BCR: B cell receptor / B sejt receptor  
BSA: bovine serum albumin / szarvasmarha szérum albumin  
Breg: regulatory B cells / regulátor B sejt 
CD: cluster of differentiation  
CD40L: CD40 ligand / CD40 ligandum 
CIA: collagen-induced arthritis / kollagénindukált arthritis  
CCP: citrulline containing protein/peptide / citrullin tartalmú fehérje/peptid  
CRP: C-reactive protein / C-reaktív fehérje  
DAS: disease activity score  
DC: dendritic cell / dendritikus sejt 
DMARD: Disease-modifying antirheumatic drug / betegség lefolyását módosító gyógyszerek 
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay / enzimkapcsolt immunszorbens esszé  
FACS: fluorescent activated cell sorter / fluoreszcencia aktivált sejt szorter  
FasL: Fas ligand 
FCS: fetal calf serum / magzati borjú savó 
FcγR: Fc gamma receptor  
FITC: fluorescein isothiocyanate  
G-CSF: granulocyte colony stimulating factor / granulocita kolónia stimuláló faktor  
HRP: Horseradish peroxidase / tormaperoxidáz 
IL: interleukin 
IFNγ: interferon gamma  
Ig: Immunoglubulin 
Li-He: Lítium-heparin 
MAPK: mitogen-activated protein kinase 
Mf: macrophage / makrofág 
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MFI: mean fluorescence intensity / átlagos fluorescencia intenzitása 
MHC: major histocompatibility complex / fő hisztonkompatibilitási komplex 
MMP: matrix metalloprotease  
MTX: Methotrexate 
NKT: natural killer T cell 
OD: optical density/ optikai denzitás  
HLA: human leukocyte antigen  
HRPO: horse radix peroxidase / tormaperoxidáz  
PAD: peptidyl arginine deiminase / peptidil arginine deamináz 
PBMC: peripheral blood mononuclear cells / perifériás vérből származó mononukleáris sejtek 
PD-1: Programmed cell death protein 1, 
PD-1L: Programmed death-ligand 1 
pDC: Plasmacytoid dendritic cell / plazmocitoid dendrutikus sejt 
PE: phycoerythrin / fikoeritrin 
PIB: PMA-t, ionomicint és Brefeldin A-t tartalmazó koktél 
RA: rheumatoid arthritis 
RANKL: Receptor activator of nuclear factor kappa-Β ligand 
RF: rheumatoid factor / reumafaktor  
SEM: standard error of the mean  
SLE: systemic lupus erythematosus  
Th1 : Type 1 T helper / 1-es típusú segítő T sejt 
Th2: Type 2 T helper / 2-es típusú segítő T sejt 
Th17: Type 17 T helper / 17-es típusú segítő T sejt 
TFH: Follicular helper T cell / follikuláris segítő T sejt 
TLR: toll-like receptor  
TMB: 3,3’,5,5’ tetramethylbenidine  
TGFβ: Transforming growth factor β 
TNFα: tumor necrosis factor alpha  








2.1 Regulátor B sejtek 
 
2.1.1  A regulátor B sejtek rövid története 
 
A B sejtek legrégebben ismert feladatai az aktivációjuk által kiváltott ellenanyag termelés, 
illetve az antigén prezentálás, emellett részt vesznek az immunválasz szabályozásában pro és 
anti-inflammatorikus citokinek termelése révén. A gyulladási folyamatokat negatívan 
szabályozó, illetve toleranciát indukáló B sejt populációt regulátor B sejteknek (Breg) 
nevezzük. Bár a Breg sejtek szerepére utaló jeleket korábban is leírtak, csak az utóbbi húsz 
évben kutatják intenzíven ezt a populációt. Először Mizoguchi és kutatócsoportja használta a 
regulátor B sejt kifejezést a 2000-ben megjelent, gyulladásos bélbetegséget vizsgáló cikkükben 
[1].  
A kutatások során megfigyelték, hogy a regulátor B sejtek többféle mechanizmuson 
keresztül képesek szabályozni az immunválaszt, többek között az IL-10 [2-4] és IL-35 [5] 
valamint az egerekben jelentős TGF-β [6, 7] anti-inflammatorikus citokinek termelésén 
keresztül, illetve közvetlenül sejt-sejt kapcsolatok által, mint a FasL és a PD-1L [8]. Mivel 
eddig nem született megállapodás arra vonatkozóan, hogy pontosan melyik regulátor 
funkcióval rendelkező populációt nevezhetjük regulátor B sejtnek, ezért minden gyulladási 
folyamatot (közvetlenül vagy akár közvetve) negatívan szabályozó B sejtet illethetünk a 
regulátor B sejt elnevezéssel [9].  
 
2.1.2 A regulátor B sejtek jellemzése 
 
A legintenzívebben kutatott Breg populáció az IL-10 termelő regulátor B sejtek, melyet B10 
sejteknek is neveznek. Jelenleg sem egyedi sejtfelszíni, sem transzkripciós markerek alapján 
nem azonosíthatók egyértelműen, ezért általában a regulátor funkciót kiváltó szabályozó 
molekula kimutatásával azonosítják ezt a populációt, például az IL-10 termelő sejtek esetében 
az IL-10 intracelluláris kimutatásával. Az így megjelölt sejtpopulációt további sejtfelszíni 
molekulák expressziójának kimutatásával jellemzik. Breg sejtek előfordulnak a humán B sejtek 
között a CD24hiCD27+ [2, 10-13], a CD24hiCD38hi [14-17], CD5+CD1dhi [18-21] és a 
CD27hiCD38hi [3] sejtpopulációban is. A perifériás vérben az IL-10 termelő regulátor B sejtek 





1. ábra - A regulátor B sejtek funkciói [22] 
 
A regulátor B sejtek az immunválaszt több ponton képesek szabályozni. A Breg sejtek gátló 
mechanizmusa közé tarozik a T sejtek Th1 és Th17 irányú differenciálódásának gátlása, a CD4
+ T sejtek 
citokin termelésének, a monociták TNFα szekréciójának gátlása, illetve a CD8+ T sejtek gátlása. A 
FASL expresszióján keresztüli apoptózis indukálása az effektor T sejtekben. De a B sejtek képesek a 
FoxP3+ T sejtek és a Tr1 sejtek differenciálódását indukálni, illetve a dendritikus sejtek citkoin 
termelését befolyásolni. 
 
A regulátor B sejtek szerepe igen sokrétű az immunválasz szabályozásában, hiszen több 
ponton is képesek befolyásolni a gyulladási folyamatokat. Az 1. ábrán látható, hogy az IL-10 
termelő regulátor B sejtek képesek a Th17-es és Th1-es típusú immunválaszt szupresszálni, 
valamint a helper T sejtek differenciálódását eltolni a Th2-es irány felé. Az antigén prezentáló 
sejtek (APC-k), a dendritikus sejtek (DC) és makrofágok (Mf) felszínén csökkentik az MHC 
molekulák számát, illetve a gyulladási citokin termelésüket is negatívan befolyásolják. Ezek 




A TGF-β, hasonlóan az IL-10-hez, gátolja a T sejtek citokin termelését, illetve az antigén 
prezentáló sejtek működését [27, 28]. Ezeken kívül fokozza az effektor célsejtekben az 
apoptózist [29].  
Az IL-35 egerekben és az emberekben is szerepet játszik az IL-10 termelő regulátor B sejtek 
kialakulásában, fokozza egy olyan populáció kialakulását, ami mind IL-10-et, mind pedig IL-
35-t termel [30-32]. Egér modellekben az IL-35 termelő B sejtek gátolták a T sejtek Th1  és Th17 
irányú fejlődését, ezzel szemben indukálták a regulátor T sejtek differenciálódását [30, 33]. 
A regulátor B sejtek nem csak a különböző szupresszáló citokinek által fejtik ki hatásukat, 
hanem képesek közvetlen sejt-sejt kapcsolatok által is befolyásolni az immunrendszer 
válaszreakcióját. Az egyik ilyen a Fas-FasL kapcsolat, a FasL sejthalált indukál a Fas-t 
expresszáló sejtben. A FasL legnagyobb mértéken a CD5+ B sejtek felszínén expresszálódik 
[34, 35]. Kollagén indukált arthiritiszes egerek vizsgálata során megfigyelték, hogy a FasL-ot 
expresszáló B sejtek csökkent száma korrelál a betegség súlyosságának erősődésével [35]. 
Egér vizsgálatokban kimutatták, hogy a PD-1L szintén szerepet játszhat a regulátor B sejtek 
működésében. A PD-1 (programmed cell death-1) molekula egy olyan gátló receptor, amit a T 
sejtek, az NKT sejtek a dendritikus sejtek és a monociták is expresszálnak. A PD-1-nek két 
ismert liganduma is van a PD-1L és a PD-2L, melyek konstitutívan expresszálódnak különböző 
hemopoetikus és nem hemopoetikus sejtek felszínén is. A PD-1-en keresztül érkező stimulus 
az effektor T sejtek gátlásához vezet, illetve fokozza a regulátor T sejtek differenciálódását 
[36]. 
A sejtfelszíni molekulák közül a CD1d nem csak egyes regulátor B sejtek sejtfelszíni 
markereként fontos. A CD1d az MHC-szerű fehérjék családjába tartozik, fontos szerepe van a 
lipid antigének prezentálásában az NKT sejtek felé. Mizoguchi és munkatársai kimutatták, hogy 
a B sejtek felszínén a CD1d szint növekedése összefüggésbe hozható a gyulladásos 
bélbetegségek elleni védelemmel [37]. 
Mivel a különböző IL-10 termelő regulátor B sejt alpopulációkhoz különböző szabályozó 






1. Táblázat: IL-10 termelő humán regulátor B sejtek jellemzése 
B sejt alpopuláció 
Sejtfelszíni 
jellemzése 
A sejtpopuláció bizonyított szabályozó 
mechanizmusa 
Memória B sejtek 
(B10 sejtek) 
CD24hi CD27hi IL-10 
effektor CD4+ T sejtek, 
monociták és DC-k gátlása 
[2] 
Éretlen B sejtek CD24hi CD38hi IL-10 
Treg sejtek indukálálsa; 
 Th1 és Th17 sejtek, illetve 
vírus specifikus CD8+ T 




CD27hi CD38hi IL-10 
effektor CD4+ T sejtek és 
DC-k gátlása [3] 
Br1 sejtek CD25hi CD71hi IL-10 és IgG4 
effektor CD4+ T sejtek 
osztódásának gátlása [39]  
 
2.1.3 A regulátor B sejtek indukálása 
 
A Breg sejtek heterogenitása felveti kérdést, vajon a regulátor B sejtek a B sejteken belül 
egy elkülöníthető fejlődési ág, amelyben meghatározott transzkripciós faktorok felelnek az 
immunszupresszív funkciókért felelős gének átíródásáért, vagy a különböző Breg alpopulációk 
a különböző gyulladási környezetekben jelennek meg és így képesek eltérő mechanizmusok 
révén szabályozni az immunválaszt [23, 24]? 
A tény, hogy az éretlen és az érett B sejtek, valamint a plazmablasztok és plazmasejtek is 
képesek IL-10 termelésre, illetve utóbbiak ellenanyagot is képesek szekretálni az IL-10 
termelés mellett/után azt a feltételezést erősíti, hogy a gyulladási környezet képes indukálni a 
különböző regulátor B sejtek megjelenését. Ezen kívül tovább erősíti a feltételezést az is, hogy 




Regulátor B sejtek különböző exogén, illetve endogén stimulus hatására indukálódhatnak. 
A toll szerű receptor 9-en (TLR9-en) (egerek esetében a TLR2-n illetve TLR4-n keresztüli 
stimulusok is), illetve a B sejt receptoron (BCR-en) keresztüli stimuláció, valamint a CD40-en, 
a CD80/CD86-on és a B sejt aktiváló faktor receptorán (BAFFR) keresztüli ko-stimuláció is 
hatékonyan indukálja az IL-10 expresszióját és szekrécióját [40]. 
A BCR-en keresztüli antigén felismerés előfeltétele annak, hogy a B sejt az MHC II 
molekulán keresztül bemutathassa az antigént a T sejteknek, és azok további stimulusokon 
keresztül (CD40L, CD80/86 és különböző citokinek) tovább aktiválják a B sejteket. A 
plazmocitoid dendritikus sejtek (pDC) – a CD40L expresszióján kívül – az interferon- 
szekréciójuk által is elősegítik az IL-10 termelő regulátor B sejtek differenciálódását az érett 
CD19+CD24hiCD38hi B sejtek között [41].  
Az apoptotikus sejtek felszínén megjelennek nukleoszómális eredetű DNS darabok, 
amelyeket az innate like- B sejtek BCR-receptorukon keresztül felismernek és az 
endoszómákba juttatnak, ahol a TLR9 felismeri ezeket és aktiválódik [42]. 
Ezen felül egerekkel végzett kísérletek során azt is kimutatták, hogy különböző gyulladási 
citokinek is hozzájárulnak a regulátor B sejtek kialakulásához, mint az IL-1β és az IL-6. 
Azokban az egerekben, amelyekben a specifikusan a B sejtek felszínén hiányzott az IL-6 
receptor vagy az IL-1β receptor a regulátor B sejtek száma alacsonyabb volt [43]. 
Az interleukin 12 családba tartozó interleukin 35 egy gyulladás gátló citokin, mely 
indukálja az IL-10 termelő és az IL-35 termelő regulátor B sejtek kialakulását. [5, 44]. 
Az optimális stimulust, ami a leginkább indukálja a B10 sejtek megjelenését, még nem 
ismerjük pontosan. A különböző B sejt populációból származó különböző regulátor B sejtek 
valószínűleg eltérő stimulusok hatására differenciálódhatnak. 
A Breg sejtek részt vesznek az autoimmun folyamatok szabályozásában, az átültetett 
szervek kilökődésének megakadályozásában [45], az allergiás folyamatokban [46, 47], illetve 





2.2 Rheumatoid arthritisz 
 
A Breg sejtek fontos szerepet játszanak mind a gyulladási, mind pedig az autoimmun 
folyamatokban. Több különböző kísérletes autoimmun egérmodellben a megfelelően indukált 
Breg sejtek bejuttatása után a betegség javulása volt megfigyelhető, ez mutatja, hogy fontos 
szerepet játszhatnak az autoimmun betegségek kialakulásának megakadályozásában is. A Breg 
sejtek szerepét napjainkban intenzíven tanulmányozzák az autoimmun betegségekben, mint 
például a rheumatoid arthritiszben (RA). 
Az RA egy krónikus gyulladásos autoimmun betegség, amely elsősorban a kis ízületeket 
érinti, és csonterózióhoz és a mozgásképesség elvesztéséhez vezethet, ha nem megfelelően és 
nem a kellő időben kezelik. A felnőtt népesség 0,5-1%-át érinti [50-52]. A B sejtek sokrétű 
szerepét mutatja be a. 2. ábra. Ahogy látható, az autoreaktív ellenanyagok termelése mellett 
fontos szerepük van a T sejtek aktiválásában, így azok további gyulladási citokinek termelése 
révén tovább fokozzák a gyulladást. A B sejtek is termelnek gyulladási citokineket (IL-1, IL-6 
és TNFα), melyek szintén hozzájárulnak a gyulladási környezet kialakulásához/fenntartásához 
[53]. Ezeken kívül részt vesznek az oszteoklasztok aktiválásában a RANKL expressziója révén 
[54]. Ezzel szemben a regulátor B sejtek az általuk termelt IL-10 révén csökkentik a gyulladást, 
illetve indukálják a regulátor T sejtek kialakulását, tovább segítve a gyulladásos környezet 
megszüntetését [55]. 
Az RA-ban szerepet játszó autoantitestek között a két legjobban tanulmányozott a rheuma 
faktor (RF) [56, 57] és a citrullinált fehérjékre specifikus ellenanyagok (anti citrullinated 
protein antibodies - ACPA) [57-59]. A citrullin az arginin poszttranszlációs módosulása által 
jön létre, ezt a módosítást a peptdil arginil deimináz (PAD) enzim végzi [60, 61]. A különböző 
citrullinált fehérjék ellen képződött ellenanyagok az RA-s betegek 70%-ban a keringésből 
könnyen kimutathatók. Hatásukat az ízületekben fejtik ki, ahol a citrullinálódott fehérjékhez 
kötődnek, velük immunkomplexet képeznek, így elindítják a gyulladásos folyamatokat, ami 





2. ábra – B sejtek szerepe a rheumatoid arthritisz patomehanizmusában [55] 
 
A T és B sejtek közti kapcsolat eredményeként kialakulnak a plazmasejtek, amik az autoantitesteket 
termelik (1). A B sejtek is segítik a T sejtek aktivációját, így azok gyulladási citokineket termelnek (2). 
Ezen kívül a B sejtek az IL-1, IL-6, TNFα és IL-17 termelés révén is befolyásolják a többi sejt 
működését és gyulladási citokin termelését (3). Az így kialakult gyulladásos környezet segíti az 
oszteoklasztok aktivációját, ami a csont eróziójához vezet (4). Viszont a B sejtek az IL-10 termelés 
révén negatívan is képesek befolyásolni a rheumatoid arthritiszt (5). 
 
 
Daien és mtsai kimutatták, hogy RA-ban a Breg sejtek száma és funkciója is csökkent az 
egészségesekhez viszonyítva, így feltételezték, hogy ez hozzájárul a betegség kialakulásához 
[62]. Ugyanakkor más kutatócsoportok az IL-10 termelő Breg sejtek megnövekedett arányáról 
számoltak be RA-ban és más autoimmun betegségekben is [2]. 
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A betegség patomechanizmusában szerepet játszó, egyik legfontosabb citokin a TNFα, 
elindít egy gyulladási citokin kaszkádot, ami a gyulladás kialakulásához és a szövetek 
károsodásához vezet. A TNFα-t többféle sejt is képes termelni, mint a monociták, a B sejtek, a 
T sejtek a szinoviális fibroblasztok, de az NK sejtek, a hízó sejtek és az endotél sejtek is.  
Az RA-s betegeket terápiája során, a diagnózist követően elsővonalbeli kezelésként 
hagyományos, a betegség lefolyását módosító gyógyszereket (hszDMARD) - pl: MTX, 
szulfalazin - alkalmaznak. Ha az elsőként alkalmazott DMARD terápiával a terápiás cél nem 
érhető el, mivel rossz prognosztikai markerek állnak fenn, biológiai terápiával (bDMARD-dal) 
történő kiegészítés javasolt. Rossz prognisztikai faktorok: az RF és az ACPA pozitivitás magas 
szintje, a kifejezetten magas betegségaktivitás (DAS28 betegségaktivitási index alapján 
számolva), illetve a korai ízületi károsodás. A DAS28 értékét egy képlet segítségével számítják 
ki, ehhez figyelembe veszik a duzzadt és nyomás érzékeny ízületek számát (a 28 ízület közé 
tartoznak a váll, a könyök, a csukló, a kéz kisízületei, illetve a térd), a gyulladás mértékét (a 
vörösvérsejt süllyedés alapján), illetve egy 0-100-ig tartó skálán a beteg osztályozza aktuális 
fájdalmát. Ha 5,1 feletti érték jön ki, akkor a betegség aktivitása magas, ha 3,2-5,1 között, akkor 
közepes, 2,6-3,2 között pedig alacsonynak számít a betegség aktivitása, és abban az esetben, ha 
a DAS28 értéke kisebb mint 2,6, akkor a beteg remisszióban van. 
A TNF-specifikus terápiás monoklonális ellenanyagok, mint az infliximaab, az 
adalimumab, valamint a szolubilis TNFα receptor és az IgG-Fc részének fúziós proteinje, az 
etanercept, képesek a TNFα-hoz kötődni és gátolni a hatását [63-66]. Mind a három terápiás 
anyag hatásos gyulladás gátló az RA kezelésében, mivel csökkentik a betegek tüneteit önállóan 
és hagyományos szintetikus gyógyszerekkel kombinálva is [67]. 
A TNF blokkolók eltérő módon hatnak a különböző B sejt populációkra és az erre 
vonatkozó irodalmi adatok ellentmondásosak. RA-s betegek esetében megfigyelték, hogy a 
perifériás vérben szignifikánsan kevesebb az egészséges kontrollokhoz viszonyítva az IgD+, 
azaz izotípus váltáson át nem esett memória B sejt.. Mind az IgD+CD27+, mind pedig az izotípus 
váltáson átesett (IgD-CD27+) memória B sejtek felhalmozódnak a szinoviális folyadékban. 
Viszont az anti-TNF terápia hatására a perifériás vérben megnő az IgD+CD27+ B sejtek száma, 
vagyis feltehetőleg a TNF hozzájárul a B sejtek gyulladásos szövetekben való 
felhalmozódásához, és ennek a folyamatnak a helyreállításában segít az anti-TNF terápia [68]. 
Az anti-TNF terápia a germinális centrumban befolyásolhatja a B sejtek differenciálódását, 
részben a follikuláris dendritikus sejtekre kifejtett hatásán keresztül [69]. Az anti-TNF terápia 
fokozza a B sejteken az egyik korai aktivációs marker, a CD40 expresszióját, illetve egyéb ko-
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stimulációs molekulák megjelenését anélkül, hogy elősegítené a plazmasejtté történő 
differenciálódást [70]. Vagyis az anti-TNF terápia hatással van a B sejtek funkciójára, mind a 
follikuláris dendritikus sejtek, mind pedig a germinális centrumban lejátszódó reakciók 
befolyásolása által. Más kutatások kimutatták, hogy RA-s betegek esetében a CD86 aktivációs 
molekula a B sejtek nagyobb százalékán expresszálódik, az egészséges kontrollokhoz 
viszonyítva, míg az FcRIIb gátló molekulát a B sejtek kisebb százaléka expresszálja. Az anti-
TNF terápia hatására ezek az expressziós értékek normalizálódtak [71].  
A regulátor T sejteknek elengedhetetlenül fontos szerepük van a tolerancia fenntartásában. 
Az RA-s betegek kezelése során alkalmazott TNF-gátlóknak szerepük van a csökkent számú és 






Doktori munkám célja A) a regulátor B sejtek karakterizálása, B) a regulátor B sejtek 
összehasonlítása rheumatoid arthritiszes betegek és egészséges egyének között illetve C) az 
anti-TNF biológiai terápia hatásának vizsgálata a regulátor B sejtekre, illetve más B sejt 
populációkra. 
A pontos célok a következők voltak: 
A) 
- A B sejtek IL-10 termelését indukáló optimális stimulus kiválasztása 
- Az IL-10 termelő sejtek karakterizálása 
- A szupresszáló IL-10 mellett a gyulladási citokinek termelésének vizsgálata különböző 
aktivátorok hatására 
- Az IL-21 hatásának vizsgálata a B sejtek IL-10 termelésére 
- A regulátor B sejtek hatása a T sejtek IFN termelésére 
- A plazmablaszok és plazmasejtek IL-10 termelésének vizsgálata 
- A különböző jelátviteli folyamatok szerepe az IL-10 termelésében 
 
B) 
- Az optimális stimulus által indukált regulátor B sejtek arányának összehasonlítása RA-s 
betegek és egészségesek között 
- A szupresszáló és a gyulladási citokin profil összehasonlítása  
- Az IL-21 IL-10 termelésre kifejtett hatásának vizsgálata 




- Az anti-TNF terápia hatásának vizsgálata az RA-s betegek B sejt (CD19+), memória B sejt 
(CD27+ CD19+), IgM+ memória B sejt, valamint az aktivált memória B sejt populácóira 
- A regulátor B sejtek arányának nyomon követése a kezelés során  
- A szérum IL-10 szintje és a különböző citrullinált peptidekre specifikus ellenanyag szintek 




4. Anyagok és módszerek 
 
4.1 Vér és szérumminták gyűjtése 
 
Egészséges önkéntesektől és a rheumatoid arthritiszes betegektől a megfelelő tájékoztatás és a 
beleegyező nyilatkozat aláírása után natív (véralvadásgátlót nem tartalmazó), illetve Li-He 
(lithium-heparint, mint véralvadásgátlót tartalmazó) vérvételi csövekbe vért vettek. A 
vizsgálathoz tartozó etikai engedély száma: ETT TUKEB BPR/021/00818-5/2014. 
1. táblázat RA-s betegek (a biológiai terápiát kapó betegek kivételével) klinikai 
adatai: 
 
 RA-s betegek Normál érték 
Életkor (év; átlag) 53,24 (18–80)  
Férfi/nő 3/26  
Betegség időtartama (év; 
átlag) 
9 (1–29)  
CRP (mg/L; átlag) 5,6 (0.6–8.4) 0–5 
DAS28 (átlag) 3,87 (2.04–7.4)  
CCP (IU/ml)  0–25 
CCP − n = 3  
CCP + (átlag) 976,59 (47–3010)  
RF (IU/ml)  0–20 
RF − n = 3  
RF + 193 (20–378)  
 CCP, cyclic citrullinated peptide specific antibody (ciklikus citrullinált fehérje); 
CRP, C-reactive protein (C-reaktív fehérje); DAS28, Disease activity score 28 
(betegségaktivitási index); RF, rheumatoid factor (reuma faktor). 
A biológia terápiában részesülő RA-s betegektől a biológiai terápia megkezdése előtt 
közvetlenül (0. hónap), illetve 1, 3, 6 és 18 hónappal a terápia kezdete után, de az aktuális 
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 CCP, cyclic citrullinated peptide specific antibody (ciklikus citrullinált fehérje 
elleni ellenanyag); CRP, C-reactive protein (C-reaktív fehérje); DAS28, Disease 
activity score 28 (betegségaktivitási index); RF, rheumatoid factor (reuma faktor). 
 A CRP és a DAS28 értékek két időpontban vannak feltüntetve az előtte a terápia 
megkezdése előtti értéket mutatja, míg az utána a 18 hónappal későbbi értéket 
 A C beteg esetében 3 hónap után Enbrelről Humirára váltottak, majd a 6. 
hónapban befejezték a terápiát 
A D beteg esetében a 6 hónapos értékeket is feltüntettük (a 0 és a 18. mellett) 
 
4.1.1  Sejt izolálás 
 
PBMC izolálás 
A heparinnal alvadásgátolt vérből sűrűség-gradiens centrifugálással izoláltuk a perifériás 
mononukleáris sejteket (PBMC). A vért fiziológiás sóoldattal kétszeresére hígítottuk, majd 15 
ml Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) oldatot rétegeztünk alá. A sűrűség-gradiens 
centrifugálás (2300 rpm; 20 perc; RT) után a plazma és a Ficoll réteg közötti PBMC réteget egy 
50 ml-es centrifuga csőbe pipettáztuk át. A sejteket 2% magzati borjú savót (FCS-t) (Lonza) 
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tartalmazó PBS-sel mostuk (320 g, 10 perc, RT) ezt követően a vérlemezkék eltávolításához 
alacsonyabb fordulatszámon (200 g, 20 perc, RT) mostuk a sejteket 2% FCS-PBS-sel. Végül 
RPMI-1640 médiumot (10 % FCS-t és sztreptomicint valamint gentamicint is tartalmazó) 
adtunk a sejtekhez és sejtszámolás után a sejtszuszpenziót beállítottuk a megfelelő 
sejtkoncentrációra és 37 oC-on 5% CO2 termosztátban inkubáltuk azokat. 
B sejt izolálás mágneses szeparálással 
A PBMC izolálása során a vérlemezkék eltávolítása után a sejteket MACS pufferben (0,5% 
BSA-t és EDTA-t tartalmazó PBS-ben) vettük fel és centrifugáltuk (320 g, 10 perc, 4 oC), majd 
a gyártó (Miltenyi Biotec) által előírt ideig inkubáltuk a megfelelő mennyiségű ellenanyag 
koktéllal (negatív B sejt izolálás - Pan B cell Isolation kit, Miltenyi). A B sejtek tisztaságát 
CD19-re specifikus ellenanyaggal ellenőriztük áramlási citométer segítségével. Majd RPMI-
1640 médiumban felvettük a megfelelő sejtkoncentrációban és 37 oC-on 5% CO2 termosztátban 
tartottuk azokat. 
CD19+ B sejtek és CD4+ T sejtek szeparálása áramlási citométer segítségével  
A B sejteket CD19 specifikus fikoeritrinnel (PE-nel) konjugált ellenanyaggal (ImmunoTools), 
míg a T sejteket CD4 specifikus allofikocianinnal (APC-vel) konjugált ellenanyaggal 
(ImmunoTools) jelöltük 2% FCS-PBS-ben (30 perc, 4 oC), majd a sejteket kétszer mostuk 
(centrifugálás: 320 g, 10 perc, 4 oC) Ca2+ és Mg2+ mentes Hank’s pufferben és ugyanebben a 
pufferben áramlási citométer segítségével (FACSAria III; BD Biosciences) elválasztottuk a 
populációkat. A, B és a T sejteket RPMI-1640 médiumban felvettük a megfelelő 
sejtkoncentrációban és 37 oC-on 5% CO2 termosztátban inkubáltuk. 
4.1.2 Szérum izolálás 
A véralvadásgátlót nem tartalmazó vérvételi csövekbe gyűjtött vérmintát 1 órán keresztül 
szobahőmérsékleten inkubáltuk, majd centrifugálással (2000 g, 10 perc, 4 oC) elválasztottuk az 
alvadékot a szérumtól. A szérumokat szétporciózva -70 oC-on tároltuk felhasználásig, minden 
mintát csak egyszer olvasztottunk fel. 
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4.2 Sejtfelszíni és intracelluláris jelölés 
A jelölésekhez a következő molekulákra specifikus ellenanyagokat használtuk a gyártó által 
előírt mennyiségben: 
antigén fluorokróm gyártó 
Blimp-1 A488 R&D 
CD4 APC ImmunoTools 
CD19 FITC ImmunoTools 
CD19 PE ImmunoTools 
CD19 APC ImmunoTools 
CD24 PE BD Biosciences 
CD25 FITC ImmunoTools 
CD27 FITC ImmunoTools 
CD27 APC ImmunoTools 
CD27 PerCp-Cy5.5 BioLegend 
CD38 FITC ImmunoTools 
CD69 APC ImmunoTools 
IgM PE Beckmann Coulter 
IL-6 A488 BD Biosciences 
IL-10 APC BD Biosciences 
IFNγ A488 BD Biosciences 
TNFα A488 BD Biosciences 
 
3. táblázat – A munkám során használt sejtfelszíni és intracelluláris ellenanyagok listája 
APC: allofikocianin, CD: cluster of differentiation; FITC: fluoreszcein-izotiocianát;  
IL: interleukin; IFNγ: interferon-γ PE: fikoeritrin; TNFα: Tumor nekrózis faktor α, A488: 




4.3 Intracelluláris citokin meghatározás 
Intracelluláris citokin jelölést mind PBMC, mind pedig tisztított B sejt kultúrában 
alkalmaztunk.  A PBMC kultúrát (24 lyukú sejttenyésztő lemezen, 2*106 /ml koncentrációban) 
a B sejt kultúrát (96 lyukú sejttenyésztő lemezen, 106 / ml koncentrációban) aktiváltuk 48 órán 
keresztül. A B sejt receptoron (BCR) keresztüli stimulációhoz 10 µg/ml anti-humán IgG+M 
F(ab’)2-t (Jackson Immunoresearch Laboratories), a CD40-en keresztüli stimulációhoz 1 µg/ml 
trimer CD40 ligandumot (ImmunoTools) használtunk szolubilis formában. A Toll Like 
Receptor 9-en (TLR 9) keresztüli aktivációhoz 2,5 µg/ml CpG-t (ODN-2006), ami a bakteriális 
DNS-t mimikáló metilálatlan oligonukleotid (5’-TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGT-3’) 
(Sigma-Aldrich), az IL-21R-on keresztülihez pedig 50 ng/ml rekombináns IL-21 citokint 
(ImmunoTools) alkalmaztunk. 
Az intracelluláris citokin kimutatáshoz szükség volt a sejtek további kezelése, részben azért, 
hogy fokozzuk a fehérjék átíródását, részben azért, hogy gátoljuk a fehérjék szekrécióját. Ezért 
a 48 órás aktiváció utolsó 5 órájában 50 ng/ml PMA-t (Sigma-Aldrich), 1 µg/ml ionomycint 
(Sigma) és 1 µl/ml BrefeldinA-t (BD Bioscience), ami egy gomba eredetű fehérjetranszportot 
gátló enzim, adtunk a sejtekhez. A továbbiakban ezt a három anyagot együtt PIB-ként jelölöm. 
Az aktiváció után a sejtfelszíni molekulákat (CD4, CD19, CD24, CD27, CD38) a megfelelő 
ellenanyaggal, a nem élő sejteket pedig 7-aminoactinomicinnel (7AAD-vel, 1:500 hígítás, 
LifeTechnologies) jelöltük 30 percig 4 oC-n. Kétszer mostuk 2% FCS-PBS-sel (1300 rpm, 9 
perc, 4oC). A fixáláshoz és permeabilizáláshoz a Fix&Perm kitet (BD Bioscience) használtuk. 
A mintákat a Fix&Perm paraformaldehid tartalmú fixálóval jégen, 20 percig fixáltuk majd 
kétszer mostuk a szaponint tartalmazó PermWash mosópufferrel (1300 rpm, 9 perc, 4 oC). Az 
intracelluláris fehérjéket a gyártó által előírt mennyiségű ellenanyaggal jelöltük jégen 30 percig. 
Két mosás után (1300 rpm, 9 perc, 4 oC) a sejteket PBS-ben vettük fel és áramlási citométeren 
(FACS Calibur – BD Bioscience) mértük le. 
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4.4 A szekretált citokinek meghatározása  
A különbözőképen kezelt sejtek felülúszójában a termelt citokineket FlowCytomix (Bender 
MedSystems) multiplex gyöngy array segítségével határoztuk meg. A módszer előnye, hogy 
kis mennyiségű mintában egyszerre több citokin koncentrációját tudjuk szimultán mérni. Az 
intracelluláris citokin mérés során a sejteknek csak a pillanatnyi állapotát látjuk, illetve a 
módszer arról ad információt, hogy a sejtek hány százaléka termeli az adott citokint. Ezzel 
szemben a felülúszóból történő citokin mérés során információt kapunk a korábban a 
sejtaktiváció alatt szekretált citokinekről, illetve azok koncentrációja is meghatározható. Ezért 
előnyös a kétfajta mérés együttes alkalmazása. 
Az intracelluláris méréshez is használt B sejt kultúrák felülúszóját a 43. órában (a PIB 
hozzáadása előtt) centrifuga csövekbe szívtuk át és -70 oC-on tároltuk a mérés kezdetéig. 
A FlowCytomix kit két különböző méretű gyöngy populációból áll, mindkét 
mérettartományban a különböző citokinekre specifikus ellenanyagokkal fedett gyöngyök eltérő 
mennyiségű fluoreszcens anyaggal vannak feltöltve. Így a különböző citokineket kötő 
gyöngyök méretük és fluoreszcencia intenzitásuk alapján könnyen elkülöníthetők egymástól. 
A különböző gyöngyökhöz kötött különböző citokinekre specifikus ellenanyagok megkötik a 
mintában a vizsgálni kívánt citokineket, majd az adott citokinekre specifikus biotinilált 
ellenanyagokkal inkubáltuk a mintákat, ezután eltávolítottuk a nem kötődött ellenanyagokat. 
Végül streptavidin-PE-t adtunk a mintáinkhoz és áramlási citométeren mértük le azokat. 
 
4.5 Ko-kultúra 
A 4.2. fejezetben leírtak szerint szétválasztottuk a CD4+ T és a CD19+ B sejteket. 
B sejt aktiválás:  
A B sejteket (106/ml) 96 lyukú U aljú lemezen 48 órán keresztül aktiváltuk CpG-vel (2,5 µg/ml) 
és CD40L-mal (1 µg/ml) IL-21 (50 ng/ml) jelenlétében vagy hiányában. 
 
T sejt aktiválás:  
96 lyukú lapos aljú lemezre 100 µl térfogatban tettük ki a CD3 (10 µg/ml) és a CD28 (1 µg/ml) 
specifikus ellenanyagokat (1 óra; 37 oC). A lemezt háromszor mostuk 200 µl steril PBS-sel. 
Majd ezekben a lyukakba pipettáztuk a T sejteket (sejtkoncentráció: 106/ml) 100 µl-es 




A 48 órás aktivációt követően a T és a B sejtekből ko-kultúrát készítettünk. A 48 órán keresztül 
különbözőképpen aktivált B sejtekből 100 µl-t hozzáadtunk az aktivált T sejtekhez ezek után 
további 24 órán keresztül együtt inkubálódtak. Majd a 4.5 fejezetben leírt módon intracelluláris 
citokin festéssel határoztuk meg a CD4+ T sejtek IFNγ termelését. 
 
4.6 ELISPOT 
PBMC-t izoláltunk a 4.2 fejezet alapján, majd CpG-vel (2,5 µg/ml) és CD40L-mal (1 µg/ml), 
illetve IL-21-gyel (50 ng/ml) aktiváltuk a sejteket 4 napig. Az ELISPOT lemezt egér anti-
humán IgG (10 µg/ml; Mabtech), illetve anti-humán IgM (15 µg/ml; Mabtech) ellenanyagokkal 
fedtük (100 µl / well; 2 órán keresztül szobahőmérsékleten), majd háromszor mostuk steril 
PBS-sel ezután 10% FCS tartalmú RPMI médiummal blokkoltuk (100 µl / lyuk; 1 órán 
keresztül szobahőmérsékleten). Ezek után a négy napig aktivált sejteket kétszer megmostuk 
RPMI-1640 médiummal, ezzel eltávolítottuk az addig termelődött ellenanyagokat, majd 
megszámoltuk a sejteket és az ELISPOT lemez minden lyukába 105 sejtet raktunk. Majd 20 
órán át inkubáltuk a mintákat (5 % CO2, 37 °C). Az inkubációs idő letelte után a sejteket 
eltávolítottuk és kétszer mostuk a lemezt PBS-sel (200 µl). Az IgG és az IgM ellenanyagokat 
biotinnal konjugált anti-humán IgG, illetve anti-humán IgM ellenanyagokkal jelöltük (1 µg/ml; 
Mabtech; 2 óra, szobahőmérséklet). A nem kötődött ellenanyagok eltávolítása után (háromszor 
mosás 200 µl PBS-sel) HRP-vel konjugált streptavidinnel jelöltük az ellenanyagokat (1:1000 
hígítás; Mabtech, 1 óra, szobahőmérséklet). Mosás után a mintákat TMB-vel (Sigma Aldrich) 





4.7 Foszfo-kináz array 
AZ IL-10 termeléséhez vezető jelátviteli utak felderítéséhez először egy foszfo-kináz array-t 
használtunk (R&D) mivel így egyszerre 43 fehérje foszforilációs állapotának változását tudtuk 
nyomon követni a különböző stimulusok hatására. 106-on B sejtet (MACS Pan B sejt isolation 
kit segítségével negatív szeparált B sejtek) aktiváltunk (CpG 5µg/ml, CD40L 1 µg/ml) 30 
percig szérummentes médiumban, majd a megfelelő pufferrel (R&D) lizáltuk a sejteket. A 
kitben található membránok meghatározott helyeken egy-egy adott foszforilált fehérjét 
felismerő ellenanyagot tartalmaztak két párhuzamos mintában. A membránokat inkubáltuk a 
sejtlizátumokban, majd pedig specifikus ellenanyaggal jelöltük a kikötődött fehérjéket, végül 
ECL reagenssel hívtuk elő a blot-ot. Bár a módszer nem kvantitatív, megfelelő kiindulási alap 
a további vizsgálatokhoz. 
 
 
4.8 Foszfo-flow módszer 
Ezzel a módszerrel a foszforilált fehéréjéket fluorokrómmal kapcsolt ellenanyagokkal lehet 
detektálni áramlási citométer segítségével. Előnye a western-blottal szemben, hogy egy diverz 
sejtszuszpenzióban (jelen esetben: PBMC) is lehet sejtpopuláció specifikusan vizsgálni a 
fehérjét. Ez különösen fontos, ha csak limitált mennyiségű sejttel rendelkezünk, például RA-s 
betegek vizsgálata során. 
A PBMC-t a 4.2 fejezetben leírtak szerint izoláltuk. Mintánként 106-on sejtet CpG-vel (5 µg/ml) 
és CD40L-mal (1 µg/ml) IL-21 (50ng/ml) jelenlétében vagy hiányában aktiváltuk 10, 30, 60, 
illetve 90 percig. A sejteket 2%-os paraformmaldehiddel fixáluk (10 perc, 37 °C) majd kétszer 
mostuk 1 ml PBS-sel. A fixált sejteket CD19 specifikus PE-nel konjugált ellenanyaggal jelöltük 
(30 perc, jégen), a nem kötődött ellenanyagok kimosása után 500 µl 90%-os metanollal 
permeabilizáltuk (20 perc jégen). Ezután a sejteket 2%-BSA-PBS-sel mostuk kétszer majd 
Alexa Fluor 488-al konjugált, foszforilált p38, ERK vagy STAT3 specifikus ellenanyaggal 
jelöltük a sejteket (BD Biosciences (p38, ERK) Cell Signaling Technology (STAT3) 30 perc, 
jégen), majd áramlási citométerrel mértük meg a mintákat. 
A relatív expresszió (%) kiszámolása a következő képlet szerint történt:  
aktivált minta átlagos fluorescencia intenzitása (MFI)/ kontrol minta átlagos fluorescencia 





4.9 IL-10 ELISA 
A szérum mintákban, illetve a megfelelően aktivált sejtek felülúszójában ELISA módszerrel 
meghatároztuk az IL-10 koncentrációját. Ehhez az ImmunoTools IL-10 ELISA kit-jét 
használtuk. IL-10 specifikus ellenanyaggal fedtük a 96 lyukú med-binding lemez felületét (100 
µl, 4 oC, egy éjszakán keresztül). A nem kötődött ellenanyagok eltávolítása után 200 µl PBS + 
2% BSA + 0,05% Tween20-al blokkoltuk a lemezt (1 óra, szobahőmérséklet). A blokkoló 
puffer eltávolítása után a vizsgált szérum mintákat (a szérumokat a kísérlet kivitelezéséig -70 
oC-n tároltuk), illetve a standard sor tagjait inkubáltuk a lemezen (2 óra, szobahőmérsékleten), 
ötször mostuk a mintákat 200 µl PBS + 0,05% Tween20-al. Ezután biotinnal konjugált IL-10 
specifikus ellenanyaggal (2 óra, szobahőmérsékleten) majd ismét ötszöri mosás után HRP-
Streptavidinnel inkubáltuk a mintákat (30 perc, szobahőmérsékleten). Végül TMB-vel hívtuk 
elő a mintákat, a reakciót pedig 2 normálos kénsavval állítottuk le. 
 
4.10 Kináz inhibítorok alkalmazása 
 
A 4.2 fejezetben leírtak szerint B sejteket izoláltunk és aktiváltunk CpG-vel (5 µg/ml) és 
CD40L-mal (1 µg/ml) IL-21 hiányában vagy jelenlétében (sejtkoncentráció: 106/ml, 2x105 
sejt/minta). Majd az aktivált mintákat a következő kináz inhíbitorokkal kezeltük: CREB (25 
µM, KG-501; Sigma-Aldrich), p38 (10 µM, SB203580; Cell Signaling Technology), MEK (20 
µM, PD98059; Sigma-Aldrich), PI3K (25 µM, LY294002; Sigma-Aldrich), illetve ERK (10 
µM, UO126; Promega). 48 óra aktiválás után a felülúszókat centrifuga csövekbe mértük át és 
felhasználásig -70 °C-on tároltuk. Majd a 4.11 fejezetben leírtak szerint meghatároztuk a 
minták IL-10 koncentrációját. A kináz inhíbitorok általi sejtosztódás gátlás torzító hatásának 
elkerülése érdekében az IL-10 koncentrációt normalizáltam 2x105 élő sejtre. Az élő/pusztult 





4.11 Citrulinált fehérjékre specifikus ellenanyagok kimutatása 
 
Az anti-TNF biológiai terápiában részesülő RA-s betegek szérumában a citrullinált fehérjékre 
specifikus ellenanyagok jelenlétét vizsgáltam a terápia előrehaladtával. A citrullinált fehérjékre 
specifikus ellenanyagok kimutatásához a laborunkban korábban beállított [76] peptid panelt 
használtuk. A kísérlethez használt peptideket az MTA-ELTE peptidkémiai kutatócsoport 
állította elő a fenti cikkben részletezett módon. A panel a következő biotinilált peptidek 
arginint, illetve citrullint (X-el jelölve az aminosavsorrendben) tartalmazó változatából állt: 
filagrin 5mer (311TXGRS315), filagrin 19mer (306SHQESTXGXSXGRSGRSGS326), fibrin 
(60XPAPPPISGGGYXAX74), vimentin (65SAVRAXSSVPGVR77) és kollagén 
(359AXGLTGXPGDA369). Az ELISA lemezt neutravidinnel fedtük (5μg/ml, egy éjszakán 
keresztül, 4 oC) majd három PBS + 0,05% Tween 20-al történő mosás után a biotinilált 
peptideket kötöttük ki a lemezre (1 µg/ml, 1 óra, 37 oC) majd a mosás után 30 percig blokkoltuk 
(200 μl 2% BSA-PBS és 150mM NaCl). A szérum mintákat 2% BSA-PBS-ben 1:100 arányban 
hígítottuk majd egy éjszakán keresztül inkubáltuk (4 oC). A mosás után anti-humán IgG – 
HRPO-val inkubáltuk a mintákat, végül TMB-vel hívtuk elő azokat. 
 
4.12 Statisztikai analízis 
 
Az eredmények kiértékeléséhez a Student féle t-tesztet használtuk, a különbségek 
szignifikánsnak tekinthetők, ha a P érték kisebb, mint 0,05 (*: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01;  







5.1 A regulátor B sejteket indukálása 
 
Mivel nem ismerünk olyan fenotípusos markert, ami alapján egyértelműen 
megkülönböztethetjük a regulátor B sejteket a többi B sejttől, ezért az általánosan elfogadott 
módszer szerint IL-10 termelésük alapján különítettük el ezeket az egyéb B sejt populációktól. 
Az egészséges önkéntesekből negatívan szeparált B sejteket 48 órán keresztül aktiváltuk a B 
sejt receptoron, CD40-en, illetve a TLR9-en keresztül, majd az utolsó 5 órában PIB koktéllal 
kezeltük a sejteket a citokin szekréció megakadályozása érdekében. Az IL-10+ B sejteket 
áramlási citométerrel detektáltuk. 
 
3. ábra - B sejtek IL-10 termelése különböző stimulusok hatására 
 
A 48 órán keresztüli aktiváció BCR-en (α-humán IgG+M, 10 µg/ml), CD40-en (CD40L, 
1µg/ml) és TLR9-en (CpG, 2,5 µg/ml), illetve ezek kombinációjának hatása a B sejtek IL-
10 termelésére. A: reprezentatív kapuzási stratégia, B: az IL-10+ B sejtek százalékos 
aránya a negatívan szeparált B sejtek között a különböző stimulusok hatására.  
n= 4, *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 
 
A 3. ábra A részében reprezentatív kapuzási technika látható a 7-aminoaktinomicinnel (7-AAD-
vel) nem jelölődött, tehát élő sejteken belül a CD19+ B sejtek között az IL-10 termelő regulátor 
B sejtek elkülönítésére. Az ábra B részében megfigyelhető, hogy a kontroll mintában, stimulus 
nélkül a B sejtek csak kis százaléka (körülbelül 0,1%) termel IL-10 citokint. A BCR-en és 
CD40-en keresztüli stimulusok sem önmagukban, sem együtt nem váltanak ki nagymértékű IL-
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10 termelést (nagyjából 0,3 % mindkét esetben). Ezzel szemben CpG hatására a B sejtek 
szignifikánsan nagyobb százaléka (átlagosan 4 %) termel IL-10-et. Ezt az arányt a CD40L 
hozzáadása tovább erősíti (a B sejtek között 5,5-6 % IL-10 pozitív), az anti-humán IgG+M 
elleni ellenanyag pedig nem befolyásolja szignifikánsan. Más kutatócsoportok eredményeivel 
összhangban [2, 62] azt tapasztaltuk, hogy ha a CpG+CD40L mellett jelen van az IgG+M is, 
akkor szignifikánsan csökken az IL-10+ regulátor B sejtek aránya, a csak CpG+CD40L-al 
stimulált sejtekhez képest (3,5-4 %-ra az 5,5-6 %-ról). Tehát megállapítottuk, hogy regulátor B 
sejteket legnagyobb arányban a TLR9-en és a CD40-en keresztül érkező kettős stimulus 
indukálja, így a további kísérleteinkben ezt a kombinációt használtuk az IL-10 termelés 
indukálásához. 
 
5.2 Az IL-10 termelő B sejtek fő forrása a CD27+ memória B sejtek 
 
A nem stimulált kontroll mintában, illetve a CpG-vel és CD40L-mal történő 48 órás kettős 
stimulus után a sejtek Fc receptorait 10 %-os egérszérummal blokkoltuk majd a mintákat CD19-
PE és CD27-FITC ellenanyagokkal jelöltük. Fixálás és permeablilizálás után pedig az 
intracelluláris IL-10-et APC-vel konjugált specifikus ellenanyaggal jelöltük. A mintákat 
áramlási citométerrel mértük le, majd a 7-AAD-vel nem jelölődött limfocitákon belül 
elválasztottuk CD19 és CD27 jelölődés alapján a naiv (CD19+CD27-) és memória 
(CD19+CD27+) B sejteket (4. ábra). Végül a két B sejt populációban vizsgáltuk az IL-10 
expressziót. A PBMC kultúrán végzett kísérletek alapján a B sejtek IL-10 termeléséhez vezető 
optimális stimulus (CpG+CD40L) főleg a memória B sejtekben váltja ki az IL-10 termelését 
(csaknem 10 %) (Hiba! A hivatkozási forrás nem található.4. ábra), míg a naiv B sejt populációnak 
lig 3 %-ában termelődik IL-10 az aktiválást követően. A kontroll minta esetében is hasonló a 





4. ábra – Naiv és memória B sejtek IL-10 expressziója  
Reprezentatív ábra a CD19+CD27- naiv és a CD19+CD27+, memória B sejtek IL-10 termelésének 
kimutatásáról a kontrol mintákban (felső sor), illetve a 48 órán keresztül CpG-vel és CD40L-al 
stimulált mintában (alsó sor). 
 
 
Az IL-10 termelő regulátor B sejtek további jellemzésére a negatívan szeparált B sejteket három 
sejtfelszíni markerrel (CD24, CD27 és CD38) és intracellulárisan IL-10 specifikus 
ellenanyaggal jelöltük a 48 órás CpG és CD40L kettős sitmulust követően, illetve a kontroll 
mintában. Mivel ennél a módszernél nem alkalmaztuk 48 óra után a CD19 markert, ezért csak 
olyan B sejt kultúrákat használtunk, ahol a negatív mágneses szeparáció legalább 95 %-os 
tisztaságú B sejteket eredményezett. Először elkülönítettük a CD27 és IL-10 festődés alapján 
az ezekre a markerekre kettősen pozitív sejteket. Majd a CD27+IL-10+ sejteket a CD24 és CD38 
jelölődésük alapján tovább jellemeztük. Elmondható, hogy a Breg sejtekre jellemző sejtfelszíni 
molekula a CD27 és a CD24, viszont a CD38 csak kis százalékukon (az IL-10+ CD27+ sejtek 




5. ábra – A CD24 és a CD38 expressziója az IL-10+ CD27+ B sejteken 
Felső rész: Reprezentatív ábra a CD27+ IL-10 termelő regulátor B sejteken belül a CD24 
és a CD38 expresszió vizsgálata a kontroll és a CpG+CD40L által stimulált mintában 
(százalékos arányban kifejezve) a 48 órás stimulust követően extracelluláris illetve 
inrtacelluláris festést követően, áramlási citométerrel mérve.  
Alsó rész: A CD27+ regulátor B sejtek nagyjából 80 százaléka kifejezi a CD24 molekulát, 
de csak 20 százalékuk expresszálja a CD24 mellett a CD38 molekulát is.  





5.3 Az RA-s betegek esetében a B sejtekben az IL-10 termelés 
kevésbé indukálható 
 
Az IL-10 termelő B sejtek fontos szerepet játszanak az autoimmun betegségek során, illetve a 
tolerancia fenntartásában, ezért összehasonlítottuk az egészséges és a rheumatoid arthritiszes 
(RA-s) betegekből származó B sejtek IL-10 termelését. Az egészséges önkéntesektől és az RA-
s betegektől származó vérmintákból PBMC-t izoláltunk és a sejtkultúrákat 48 órán keresztül 
aktiváltuk CpG-vel és CD40L-mal, illetve a kontroll mintákat azonos ideig, azonos 
sejttenyésztő lemezen inkubáltuk a sejttenyésztő termosztátban. Az RA-s betegekből izolált 
PBMC-ben a CD19+ B sejteket vizsgálva megállapítható, hogy a kontroll (nem stimulált) 
mintában nincs különbség a betegek és az egészségesek között az IL-10 termelésben, sem a 
CD27- naiv B sejtek között (nagyjából 0,1 %), sem pedig a CD27+ memória B sejtek között 
(0,1-5 %, átlagosan 2,5 % mindkét esetben). Hasonlóképpen, a CpG+CD40L-on keresztüli 
stimulus esetében a naiv B sejtekben nem találtunk különbséget a két csoport között. Viszont a 
CD27+ memória B sejteket vizsgálva szignifikánsan kevesebb IL-10+ B sejtet találtunk az RA-
s betegek esetében (egészségesek átlagosan 9 %, RA-s betegek átlagosan 6 %). Vagyis az RA-
s betegekből izolált memória B sejtekben az IL-10 termelés szignifikánsan alacsonyabb 








6. ábra – CpG és CD40L hatására az RA-s betegekből izolált mintákban szignifikánsan 
kevesebb IL-10 termelő regulátor B sejt indukálódik 
48 órás aktiváció után a sejteket extracellulárisan CD19 és CD27 specifikus ellenanyaggal 
jelöltük, majd intracellulárisan IL-10 specifikus jelölést alkalmaztunk. A mintákat 
áramlási citométerrel mértük. Az egészségesekből származó CD19+ B sejtek között, mind a 
kontroll mind pedig a stimulált mintában a CD27+ memória B sejt populáció (üres háromszög) az 
IL-10 termelő regulátor B sejtek fő forrása. RA-s betegekben szignifikánsan kevesebb regulátor B 
sejt mutatható ki az aktiválást követően (fekete háromszög) mint az egészségesekben. 
Üres kör: IL-10 termelő CD27- naiv B sejt % az egészségesek között,  
fekete kör: IL-10 termelő CD27- naiv B sejt % az RA-s betegek esetében, 
üres háromszög IL-10 termelő CD27+ memória B sejt % az egészségesek között,  
fekete háromszög: IL-10 termelő CD27+ memória B sejt % az RA-s betegek esetében.  
nH= 14, nRA= 14 *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 
 
 
5.4 Az IL-10+ Breg sejtek és a gyulladási citokint termelő TNF+ B 
sejtek arányának vizsgálata egészségesekben és RA-s 
betegekben 
 
Mivel az irodalomban kevés az arra vonatkozó adat, hogy az IL-10 termelés mellett, ugyanazon 
B sejt képes-e más citokint, akár egy gyulladási citokint termelni, ezért különböző stimulusok 
után a B sejteket két különböző citokinre specifikus ellenanyaggal jelöltük meg intracelluláris 
jelöléssel. Mivel az RA-ban a TNFα az egyik fontos gyulladási citokin ezért az IL-10 mellett a 
B sejtek TNFα termelését vizsgálatuk. Negatív mágneses szeparálással tisztított B sejtek IL-10 
és TNFα termelését a korábban is használt aktivátorok anti-humán IgG+M, CpG, CD40L, 
illetve ezek kombinációival indukáltuk. Majd a 48 órás aktivációt követően a sejteket 
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7. ábra – IL-10 és TNF citokinek intracelluláris kimutatása B sejtekben (reprezentatív ábra) 
 
Egészséges egyénből negatívan szeparált B sejtek IL-10 és TNFα termelése különböző stimulusok 
hatására 48 órás aktiválás után (reprezentatív ábra, CpG: 2,5 µg/ml, CD40L: 1 µg/ml, anti-
humán IgG+M (αIgG/M): 10 µg/ml). A kettősen pozitív sejtek a jobb felső kvadránsban 
láthatók. 
 
A 7. ábrán látható egy reprezentatív eredmény a kettős jelölést követően. A 8. ábrán az 
egészséges önkéntesek és az RA-s betegek összehasonlításában látható, hogy a TNFα termelés 
(amit a fekete oszlopok jelölnek) minden stimulus esetében magasabb az RA-s betegekből 
izolált B sejtekben, mint az egészséges önkéntesektől származó mintákban. Ez a különbség 
szignifikáns a CpG, az αhIgG+M, a CpG+CD40L, a CD40L+αhIgG+M és a CpG+CD40L+αh 
IgG+M stimulusok esetében. Az IL-10 termelésnél pedig éppen fordítva, az RA-s betegek 
esetében a B sejtek kisebb százaléka termelte a szupresszáló citokint, mint az egészségesek 
esetében, szignifikáns különbséget a CpG, a CpG+αhIgG+M, a CD40L+αhIgG+M és a 
CpG+CD40L+αhIgG+M stimulusok után is megfigyelhettünk. A diagramon szürkével a TNFα 
és IL-10 kettősen pozitív sejteket jelöltem, jól látható, hogy ilyen, nem csak a szupresszáló 
citokint termelő sejt főleg az RA-s betegek esetében mutatható ki. Továbbá a CpG+CD40L 
kettős stimulus hatására az egészségesek esetében a B sejtek közel 15-20 százaléka termelt 
TNFα-t, alig egy százalékuk termel mind IL-10-et, mind pedig TNFα-t, tehát azt mondhatjuk, 
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8. ábra – IL-10, TNF és az IL-10 és TNF kettősen pozitív sejtek százalékos aránya az 
egészségesek, illetve az RA-s betegek esetébent 
 
Negatívan szeparált B sejtek 48 órás aktiválás utáni IL-10 és TNFα termelése különböző 
stimulusok hatására egészségesekben (H) és rheumatoid arthritises betegekben (RA)  
CpG, CD40L, anti-humán IgG+M (αIgG/M) stimulusok hatására. 
Az intracelluláris jelölést követően a mintákat áramlási citométerrel vizsgálatuk. 
 A fehér oszlopok a csak IL-10 B sejt %-ot mutatják a szürke oszlopok az IL-10 és TNFα kettősen 
pozitív B sejt százalékot mutatják, míg a fekete oszlopok a TNFα pozitív B sejtek százalékos 
eloszlását mutatják.  





Az IL-10 és TNFα kettősen pozitív sejteket tovább karakterizáltuk CD27 expressziójuk 
alapján, ezt a karakterizálást egészséges önkéntesektől származó, mágneses szeparációval 
negatívan kinyert B sejteken végeztük. A 48 órás CpG (2,5 µg/ml) és CD40L (1 µg/ml) 
stimulust követően (az utolsó 5 órában a PIB koktélt hozzáadva a kultúrához) a sejtek 
felszínét CD27 specifikus ellenanyaggal jelöltük, majd intracellulárisan IL-10 és TNFα 
specifikus jelölést alkalmaztunk, majd a mintákat áramlási citométerrel analizáltuk. Érdekes 
módon, az IL-10 és TNF kettősen pozitív B sejtek közel 80 százaléka a CD27- naiv B sejt 
populációban található (Hiba! A hivatkozási forrás nem található.9. ábra). 
 
 
9. ábra – CD27 expresszió vizsgálata az IL-10 és TNF kettősen pozitív sejtek között 
 
Az IL-10 és TNFα kettősen pozitív B sejtek főleg a CD27- B sejt populációból kerülnek ki. 
A negatívan szeparált B sejteket 48 óráig aktiváltuk (CpG 2,5 µg/ml, CD40L 1 µg/ml ) 
majd a sejtek felszínét CD27 specifikus ellenanyaggal jelöltük, intracelluláris festésként 
pedig IL-10-et és TNFα specifikus ellenanyagot használtunk, a mintákat áramlási 
citométerrel mértük le. 




5.5 A szupresszáló IL-10 és a gyulladási citokinek termelésének 
vizsgálata B sejtek felülúszójában 
 
Mivel önmagában az intracelluláris citokin meghatározás nem bizonyítja egyértelműen, hogy 
az adott citokinek biztosan szekretálódnak is a környezetbe, ezért a különbözőképpen stimulált 
B sejt kultúrák esetében 43 óra stimulációt követően, a PMA+ionomycin+BrefeldinA koktél 
hozzáadása előtt centrifuga csövekbe tettük át a sejtkultúrák felülúszóját és -70 oC-on tároltuk. 
A gyulladási citokinek közül az IL-6, a TNFα, az INF és az IL-17, illetve a szupresszáló IL-
10 termelés vizsgálatához FlowCytomix multiplex gyöngy array-t használtuk. A módszer 
előnye, hogy a különböző citokinek egy időben, azonos mintában mérhetőek. 
A mérés során a kontroll mintában az általunk kiválasztott citokinek koncentrációja a kit 
érzékenysége alatt volt, így értéküket nullának tekintettük. A CD40L önmagában nem indukált 
számottevő citokin termelést. A BCR-en keresztüli stimuláció főleg a gyulladási citokinek 
szekrécióját váltotta ki és ezt a CD40-en keresztül érkező aktiváció tovább erősítette, mindkét 
esetben szignifikánsan magasabb volt a felülúszóban az IFNγ és az IL-17 koncentrációja, mint 
az anti-inflammatikus IL-10-é. 
 A TLR9-en keresztüli aktiváció hatására viszont a szekretált IL-10 koncentrációja volt a 
magasabb, mint a gyulladási citokinek közül a TNFα-é, az INF-é, illetve az IL-17-é, ezt a 
hatást a CD40-en keresztüli stimulus tovább fokozta, vagyis a proinflammatorikus-
antiinflammatorikus citokinek arányát még inkább eltolta a szupresszáló citokin 
termelődésének irányába. Érdekes módon, ha a CpG jelen volt az aktivátorok között az IL-10 
mellett az IL-6 mennyisége is jelentősen megnőtt a sejtkultúra felülúszójában, az IL-6 
nagyjából az IL-10-zel azonos mértékben termelődött. 
Abban az esetben, ha a CpG mellett az αhIgG+M-mel is aktiváltuk a sejteket nagyon erős 
gyulladási citokin termelést figyelhetünk meg, bár ezzel egyidejűleg az IL-10 szintje is 
jelentősen megemelkedett. Ezzel szemben, ha a CD40L is jelen volt a sejtkultúrában, akkor 
érdekes módon a CpG hatása kevésbé érvényesült és főleg az IFNγ és az IL-17 citokinek 






10. ábra – Szekretált citokinek meghatározása B sejt kultúrák felülúszójában FlowCytomix 
gyöngyök segítségével 
A 43 órán át tartó BCR-en, CD40-en és TLR9-en keresztüli aktiváció hatása a B sejtek citokin 
termelésére. A különböző stimulusok hatására szekretált citokinek sorrendje: 
IL-6, TNF, IL-10 (fehér oszlop), IFNγ, illetve IL-17. 





5.6. Az IL-10 és az IL-6 intracelluláris kimutatása B sejtekben 
 
A CpG-vel történő, illetve a CpG-t is tartalmazó különböző stimulus kombinációkkal való 
stimuláció hatására a B sejt kultúrák felülúszójában az IL-10 mellett az IL-6 megnövekedett 
koncentrációját is megfigyeltük. Ezért kettős intracelluláris jelöléssel megvizsgáltuk, hogy 
ugyanazok a sejtek termelik-e az IL-10-et, illetve az IL-6-t. A 11. ábrán egy reprezentatív jelölés 
és a hozzá tartozó izotípus kontroll látható, az ábra B részében pedig jól látható, hogy az IL-10 
termelő sejtek legnagyobb része (60-80 %) termel IL-6-t is, függetlenül attól, hogy melyik 
receptoron keresztül érkezett a stimulus. Illetve, hogy a CpG hatására jelentősen megemelkedett 
az IL-6 termelő sejtek aránya, abban az esetben is, ha csak önmagában alkalmaztuk, illetve 




11. ábra – Az IL-10 és az IL-6 intracelluláris kimutatása B sejtekben.  
 
A: reprezentatív ábra izotípus kontroll, illetve az IL-10 és IL-6 termelő sejtek intracelluláris 
kimutatása (áramlási citométerrel). B: különböző stimulusok (CpG, CD40L, αhIgG+M) hatása 
a B sejtek IL-10 és IL-6 termelésére 48 óra elteltével. 
A fehér oszlopok a csak IL-10+ B sejt %-ot mutatják a szürke oszlopok az IL-10 és IL- 6 kettősen 
pozitív B sejt százalékot mutatják, míg a fekete oszlopok az IL-6+ B sejtek százalékot mutatják 





5.7. Az IL-21 nagymértékben fokozza a B sejtek IL-10 termelését 
 
Korábbi irodalmi adatokból tudjuk, hogy az egerek esetében az IL-21 egy olyan citokin, ami 
segíti a regulátor B sejtek képződését, de az emberi regulátor B sejtek esetében a hatásukat 
eddig nem írták le, ezért megvizsgáltuk az IL-21 hatását a humán B sejtek IL-10 termelésére, 
önmagában és az általunk optimálisnak választott CpG+CD40L stimulus mellett. A 12. ábra azt 
mutatja, hogy bár az IL-21 önmagában nem képes IL-10 termelést kiváltani, de a CpG+CD40L 
mellett szignifikánsan fokozza az IL-10 termelést, mind egészségesekben, mind pedig RA-s 
betegekben, mind a CD27- naiv, mind a CD27+ memória B sejtekben. Az IL-21-el történő 48 
órás aktivációt követően nem tudtunk kimutatni szignifikáns különbséget az RA-s betegek és 
az egészséges önkéntesek IL-10 termelése között, mindkét esetben csaknem 30 %-ra emelkedett 
a regulátor B sejtek aránya a memória B sejtek között. Érdekes módon a hármas stimulust 
követően a naiv B sejtek között az RA-s betegek esetében figyeltünk meg magasabb arányt, 
illetve abszolút sejtszámban is az RA-s betegek között tudtunk kimutatni több IL-10 termelő 






12. ábra – Az IL-21 hatása a B sejtek intracelluláris IL-10 termelésére  
 
Az ábra A részében az IL-10+ B sejtek százalékos aránya, míg a B részben az IL-10+ B sejtek 
abszolút sejtszáma látható.  
48 órás stimulust követően (CpG 2,5 µg/ml, CD40L 1 µg/ml, IL-21 50 ng/ml) sejtfelszíni CD19 és 
CD27 jelöléssel különböztettük meg a naiv (CD27-) és a memória (CD27+) B sejteket a PBMC 
kultúrában az áramlási citométerrel mért mintákban. 
 
Fehér oszlop: IL-10 termelő CD27- naiv B sejtek az egészségesek között,  
sötétszürke oszlop: IL-10 termelő CD27- naiv B sejt % az RA-s betegek esetében, 
világosszürke oszlop: IL-10 termelő CD27+ memória B sejt % az egészségesek között,  
fekete oszlop: IL-10 termelő CD27+ memória B sejt % az RA-s betegek esetében. 





5.8 Az IL-21 indukálja a regulátor plazmasejtek képződését 
 
Az irodalmi adatok alapján már régóta ismert az IL-21 plazmasejt differenciálódást indukáló 
hatása, ezért jelen kísérleteinkben a CpG+CD40L kettős stimulushoz hasonlítva vizsgáltuk az 
IL-21-nek a B sejtek ellenanyag termelésére kifejtett hatását. Az IgM és IgG termelő 
plazmasejteket ELISpot módszerrel mutattuk ki. 
A 13. ábrán látható, hogy 5 napos aktivációt követően az IL-21 önmagában kismértékben 
indukálja az IgG termelő plazmasejtek képződését a kontrollhoz viszonyítva, az IgM termelésre 
nincs hatása. A CpG+CD40L kettős stimulus hatására hasonlóan kismértékben növekedett az 
ellenanyag-termelő sejtek száma, ezzel szemben a CpG+CD40L+IL-21 hármas stimulus 
hatására mind az IgG, mind pedig az IgM termelő plazmasejtek száma szignifikánsan 
emelkedett a CpG+CD40L-al stimulált mintához képest.  
 
 
13. ábra – Különböző stimulusok hatása a B sejtek ellenanyag termelésére 
 
A CpG +CD40L-mal együtt adott IL-21 hatására szignifikánsan megnő IgG és az IgM termelő 
plazmasejtek száma. 
ELISpot módszerrel vizsgálva, 5 napos stimulációt követően.  
 
Fehér oszlop: IgM termelő plazmasejtek száma 105-en PBMC-ben, 
fekete oszlop: IgG termelő plazmasejtek száma 105-en PBMC-ben. 





5.9. Az indukált regulátor B sejtek között a regulátor plazmasejtek 
is jelen vannak 
 
Mivel az előző kísérletben láttuk, hogy az IL-21 nagymértékben indukálja a plazmasejtek 
differenciálódását, ezért megvizsgáltuk, hogy ezek között az ellenanyag termelő sejtek között 
van-e IL-10+ reguláló plazmasejt. Nemrégiben kimutatták, hogy léteznek az immunválaszt IL-
10 termelésük révén szupresszáló plazmasejtek [3]. B sejt kultúrában 48 óra aktivációt követően 
kettős intracelluláris festéssel vizsgáltuk az IL-10 citokin és a Blimp-1 transzkripciós faktor 
jelenlétét, amely a plazmasejtek és plazmablasztok markere is. 
A 14. ábra A részében egy reprezentatív jelölést láthatunk, míg az ábra B részében az összesített 
eredmények szerepelnek. A 2 napig tartó aktiváció után a csak IL-10+, illetve a Blimp-1+ B 
sejtek aránya is szignifikánsan magasabb volt a CpG+CD40L+IL-21 hármas stimulus hatására, 
mint a CpG+CD40L kettős stimuláció után. A hármas stimulus hatására 20 % IL-10+ sejt, 10 
% IL-10+Blimp-1+ sejt, és nagyjából 15 % Blimp-1+ sejtet mutattunk ki a B sejt kultúrában. 
Ezzel szemben a CpG+CD40L kettős stimulus hatására 8% IL-10+, 2 % IL-10+Blimp-1+ és 8 
% Blimp-1+ sejtet detektáltunk. Vagyis az IL-10+Blimp-1+ plazmasejtek, plazmablasztok csak 
kis százalékban jelentek meg a CpG+CD40L-al történő stimuláció hatására, míg IL-21 
jelenlétében jelentősen megnőtt mind az IL-10 termelő Breg sejtek, mind az IL-10 termelő 
reguláló plazmasejtek aránya. Érdekes módon 5 nap elteltével ez a különbség nem volt 
megfigyelhető a kétféle stimulus összehasonlítása után. Mindkét esetben 10 % körül volt az IL-
10+ sejtek aránya, szintén 10 % volt az IL-10+Blimp-1+ sejtek aránya, viszont a Blimp-1+ sejtek 
aránya 25-30 % körüli értékre emelkedett. A 14. ábrán látható, hogy a csak IL-10 pozitív sejtek 
aránya a CpG+CD40L+IL-21 hármas stimulus esetében a második napon mért 20 %-os 





14. ábra – Blimp1 és IL-10 kettős pozitív sejtek kimutatása stimulált mintákban.  
A: izotípus kontroll, illetve egy reprezentatív mérés eredménye, B: 2, illetve 5 nap után 
intracelluláris jelölés alapján meghatározott IL-10 (fehér oszlop), Blimp-1 (fekete oszlop), illetve 
IL-10 és Blimp-1 kettősen pozitív (szürke oszlop) B sejtek százalékos aránya 4 donor vizsgálata 
alapján.  
n=4; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 
 
 
5.10. A regulátor B sejtek funkcionális vizsgálata 
 
A regulátor B sejtek T sejtekre kifejtett hatásának vizsgálata során a T sejtek IFNγ termelését 
követtük nyomon. Ehhez az autológ T, illetve a B sejteket külön-külön 48 órán keresztül 
aktiváltuk. A B sejteket CpG+CD40L-al, vagy CpG+CD40L+IL-21-el stimuláltuk, illetve 
kezeletlenül hagytuk. A T sejteket anti-CD3 és anti-CD28 segítségével aktiváltuk (a T sejtek 
esetében nem voltak stimulálatlan minták). Majd a 48 órás aktivációt követően a B sejteket a T 
sejtekhez adtuk és további 24 óráig együtt inkubáltuk a sejteket. Az aktiváció utolsó 5 órájában 
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PMA-val, ionomycinnel és BrefeldinA-val kezeltük a sejteket. A mérés előtt T sejteket anti-
CD4-gyel jelöltük, majd a sejtek fixálása és permeabilizálása után intracelluláris festést 
végeztünk az IFNγ kimutatására. Hiba! A hivatkozási forrás nem található. bal oldalán látható egy 
eprezentatív példa a jelölésről, a diagramon 4 mérés értékeinek átlagát mutatja. Az IFN 
termelés gátlásának kiszámolásakor megnéztük, hogy a nem stimulált B sejt és T sejt ko-
kultúrában a T sejtek hány százaléka termel IFN-t. Mivel korábban láttuk, hogy a kontroll 
mintában a B sejtek csak igen kis százaléka termel IL-10-et (kevesebb, mint 1 %), így ezt 
tekintettük a 0 %-os gátlásnak. Ezek utána a megnéztük, hogy a különbözőképpen stimulált B 
sejtek hogyan befolyásolják a T sejtek IFN termelését és ezt viszonyítottuk a 0 %-os gátláshoz. 
Ha például a CpG+CD40L-mal stimulált B sejt + T sejt ko-kultúrában a T sejtek 7 %-a termelt 
IFN-t, a nem stimulált B sejtek esetében pedig a T sejtek 10 %-a termelt IFN-t, akkor a gátlási 
százalék 30 %-nak adódott. 
 
15. ábra – Az IL-10 termelő regulátor B sejtek csökkentik a T sejtek INFγ termelését 
 
Reprezentatív ábra CD4+ T sejtek IFNγ termelésének kimutatására. A T sejt-B sejt ko-kultúrában 
levő T sejteket anti-CD4-gyel jelöltük, majd fixálás és a sejtek permeabilizálása után az 
intracelluláris IFNγ-t FITC-jelölt ellenanyaggal mutattuk ki. A CpG+CD40L-al stimulált B sejtek 
kisebb mértékben csökkentik, míg a CpG+CD40L+IL-21-gyel stimulált B sejtek szignifikánsan 
jobban gátolják a T sejtek IFNγ termelését, mind az egészségesek (fehér oszlop) mind az RA-s 
betegek (szürke oszlop) esetében. 




A CpG +CD40L stimulált, RA betegekből származó B sejtek gátló hatása a legalacsonyabb. A 
hármas stimulust követően nem találtunk különbséget az egészségesekből, illetve RA 
betegekből származó B sejtek hatása között, mindkettő szignifikánsan gátolta az IFNγ termelést 
T sejtekben.  
 
5.11. A regulátor B sejtek IL-10 termelésében szerepet játszó 
jelátviteli utak vizsgálata 
 
Az intracelluláris és a szekretált citokin mérések során a CpG+CD40L kettős stimulus váltotta 
ki a legnagyobb mértékben az IL-10 termelést, ezért a jelátviteli utak vizsgálata során főleg a 
TLR9 és a CD40 molekulákon keresztüli jelátviteli utak aktiválódását vizsgáltuk. 
Első megközelítésben egy foszfo-kináz arrayt használtunk, mivel ez alkalmas arra, hogy 
egyszerre akár 43 molekula foszforilációjáról/aktiválódásáról információt adjon. A stimulált 
sejtek lizátumából az adott foszforilált molekulára specifikus ellenanyaghoz való kötődése 
alapján mutattuk ki az aktiválódott/foszforilált fehérjéket dot-blot módszerrel. A detektálás 
kemolumineszcencia alapján történt. Az y tengelyen a pixel denzitást ábrázoltuk, míg az x 
tengelyen csak azok a fehérjék kerültek feltüntetésre, amelyeknek 30 perc aktiváció után (5 
µg/ml CpG + 1 µg/ml CD40L) a kontroll mintához képest foszforilálódtak (pozitív jelet adtak). 
A 16. ábrán látható, hogy a CREB-en kívül két, a MAPK kaszkádban előforduló fehérje, a p38 
és az ERK, valamint a sejtciklus szabályozásában fontos p27 fehérje mutatott erősebb 




16. ábra – CpG+CD40L stimulus hatására aktiválódó kinázok 
 
A kontroll mintához (fehér oszlop) képest a 30 percig tartó CpG (5 µg/ml)+CD40L (1 µg/ml) 
simulus hatására emelkedett foszforilácós szintet találunk a CREB, a p38, az Erk és a p27 
esetében a foszfo-kináz array segítségével végzett kísérlet során. 
 
Ezen fehérjék szerepét az IL-10 átíródás során kináz inhibitorokkal is teszteltük. Negatívan 
szeparált B sejt kultúrához különböző inhibitorokat, valamint CpG-t, CD40L-ot és IL-21-et 
adtunk, majd 48 óra után a felülúszóban ELISA módszer segítségével vizsgáltuk a szekretált 
IL-10 mennyiségét. A 17. ábrán látható, hogy a CREB, a PI3K és az ERK inhibitor mindkét 
stimulus esetében szignifikánsan csökkentette a szekretált IL-10 mennyiségét, a p38 inhibitor 
csak a CpG+CD40L+IL-21 hármas stimulus esetében, míg a MEK inhibitor egyik stimulus 





17. ábra – Kináz inhibitorok hatása B sejtek IL-10 termelésére 
 
A különböző kinázokra specifikus (CREB, PI3K, p38, MEK, illetve ERK) inhibitorok hatására 
csökkent a B sejtek IL-10 termelése, mind a CpG +CD40L-mal, mind pedig a CpG+CD40L+IL-21-el 
aktivált mintákban. Az IL-10 mennyiségét ELISA módszerrel határoztuk meg a sejtkultúrák 
felülúszójából. 
 
Világosszürke oszlop: CpG (5 µg/ml)+CD40L (1 µg/ml) kettős stimulus, 
sötétszürke oszlop: CpG (5 µg/ml)+CD40L (1 µg/ml)+ IL-21 (50 ng/ml) hármas stimulus. 
n= 5; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 
 
Az előkísérletek alapján meghatározott szignalizációs molekulák: a p38 és ERK MAPK-ok 
valamint a STAT3 transzkripciós faktor foszforilációjának változását, vagyis e fehérjék 
aktivitásának változásának időfüggését foszfo-flow módszerrel követtük nyomon. A módszer 
nagy előnye, hogy nem szükséges szeparálni a B sejteket, hanem az intracelluláris 
foszfospecifikus jelölés előtt egy egyszerű sejtfelszíni jelöléssel elkülöníthetők a többi sejttől. 
AHiba! A hivatkozási forrás nem található. 18. ábra A) részében a reprezentatív ábrán látható, 
ogy kísérleteink során a CD19 jelöléssel elkülönített B sejtekben követtük nyomon az ERK 
aktivációt az idő függvényében. A különböző ideig tartó stimulusok után a mintákat fixáltuk, 
majd a sejtfelszíni valamint intracelluláris jelölés után a mintákat áramlási citométerrel mértük. 
Az adatok számszerűsítéséhez a különböző stimulusok után mért fluoreszcencia intenzitások 
geometriai közepének értékét a kontroll minta fluoreszcencia intenzitása geometriai közepének 
értékével osztottuk, így kaptuk meg foszforilációs szint növekedésének mértékét, ami azt 
mutatja meg, hogy hányszorosára nőtt a foszforilált fehérjék szintje a különböző ideig tartó 
stimulus hatására. Az ábra jobb oldalán egy reprezentatív hisztogram mutatja, hogyan változik 
a kontroll mintához képest a 10, illetve 30 percig aktivált mintákban az ERK foszforilációs 
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szintje. Az ábra B) részében pedig a CpG+CD40L, illetve a CpG+CD40L+IL-21 hatására 
bekövetkező foszforilációs változások szerepelnek. A p38 esetében mind a kétféle stimulus 
kombináció esetében már 10 perc után szignifikáns emelkedést tapasztaltunk, ami a 30. percre 
már elkezdett lecsengeni. Az ERK esetében is hasonlított az aktiváció mértéke és lecsengése 
mindkét típusú stimulust követően, már 10 percnél is tapasztaltuk a foszforilációs szint 
növekedését, de lecsengést csak a 90. perc körül észleltünk. A STAT3 foszforilációs szintjében 
a CpG+CD40L kettős stimulus hatására nem láttunk emelkedést, de ha jelen volt az IL-21 is, 
akkor már 10 perc után láttunk kismértékű emelkedést, ami a 30. percre tovább erősödött a 90. 





18. ábra – Fehérje foszforiláció vizsgálata foszfo-flow módszerrel 
 
A: reprezentatív kapuzási stratégia a B sejtek elkülönítésére, illetve az ERK foszforiláció változása az 
aktiváció előrehaladtával. B: a p38, az ERK és a STAT3 fehérjék foszforilációs szintje 
növekedésének meghatározása foszfo-flow módszerrel, CpG+CD40L, illetve 
CpG+CD40L+IL-21 stimulus hatására 10, 30, illetve 90 perces aktivációt követően. 
106-on PBMC/ml-es sejtkoncentráció mellett, az aktivátorok koncentrációja:CpG: 5 µg/ml, 
CD40L: 1 µg/ml, IL-21: 50 ng/ml.  





Mivel az intracelluláris IL-10 vizsgálata során szignifikáns különbséget találtunk az 
egészségesek és az RA-s betegek között, ezért összehasonlítottuk a jelátviteli molekulák 
aktiválódásának mértékét a két csoport között. A 19. ábrán látható, hogy mindkét MAPK (a p38 
és az ERK) esetében mind a két típusú stimulus hatására szignifikánsan alacsonyabb volt az 
RA-s betegekből származó B sejtekben a foszforiláció növekedésének mértéke, ezzel szemben 
a STAT3 esetében a különbség nem volt szignifikáns az egészséges önkéntesek és az RA-s 
betegek között. 
 
19. ábra – Fehérje foszforiláció szintjének összehasonlítása egészségesek és RA-s betegek között 
foszfo-flow módszerrel 
 
PBMC kultúrában 10 (p38,) illetve 30 perces (ERK, STAT3) aktiváció után a különböző jelátviteli 
fehérjék foszforilációs szintjét foszfo-flow módszerrel határoztuk meg a CD19+ B sejtekben  
CpG+CD40L, valamint CpG+CD40L+IL-21 stimulust követően. A stimulálatlan kontrolhoz 
viszonyított növekedés mértékét összehasonlítottuk az egészséges önkéntesek (H) és az RA-s 
betegek mintáiban (RA).  
Az aktivátorok koncentrációja: CpG: 5 µg/ml, CD40L: 1 µg/ml, IL-21: 50 ng/ml 
n= 5; *: P ≤ 0,05; **: P ≤ 0,01; ***: P ≤ 0,001 
 
 
A rheumatoid arthritiszes betegeknél a leggyakrabban alkalmazott, elsővonalbeli biológiai 
terápia a TNF gátlók adása, amelyek vagy monoklonális TNF specifikus humanizált, illetve 
humán ellenanyagok, vagy a TNF receptor extracelluláris része és az IgG Fc-részéből álló 
fúziós fehérjék. 
Kutatásunk során, arra voltunk kíváncsiak, hogy az egyes B sejt alcsoportokat érinti–e és ha 




5.12 A TNF blokkoló terápia hatása RA betegek B sejt populációira 
 
 
19. ábra – TNF gátló biológiai terápiában részesülő betegek sejtfelszíni molekuláinak vizsgálata a 
terápia előrehaladtával. 
 
A: A limfociták, a CD19+ B sejtek és a CD27+ memória B sejtek reprezentatív kapuzási stratégiája;  
B: a CD19+ B sejtek; C: a CD27+CD19+ memória B sejtek; D: a CD19+CD27+IgM+ B sejtek, illetve 
E: a CD27+CD69+ aktivált B sejtek százalékának időbeni változása.  (H: egészséges önkéntesek, RA: 




A vérből izolált PBMC-t különböző sejtfelszíni fehérjékre specifikus festékekkel jelöltük, hogy 
meghatározhassuk a B sejt populációk változását. Vizsgáltuk a CD19, CD27, IgM és a CD69, 
mint korai aktivációs marker expresszióját a sejteken.  
A 20. ábra A) részében látható egy reprezentatív kapuzási stratégia, ami alapján elkülönítettük 
a limfocitákat, majd azok között a CD19+ B sejteket, illetve ezeken belül a CD27- naiv, illetve 
a CD27+ memória B sejteket. A 19. ábra B), C) és D) részben látható, hogy a kezelés 
előrehaladtával nem tapasztaltunk szignifikáns változást a B sejtek, a memória B sejteknél 
valamint az IgM+ memória B sejtek százalékos arányában sem.  
Ezzel szemben a CD27+CD69+ aktivált memória B sejtek százalékos arányában szignifikáns 
különbséget figyeltünk meg az egészségesek és a rheumatoid arthritiszes betegek között 
(egészséges – H: 1,17 ± 0,78 % szemben az RA-s betegekben: 7,04 ± 5,73 %). A TNF-gátló 
terápia előrehaladtával ez a különbség csökkent, 18 hónap után nem volt kimutatható különbség 
a CD69+ aktivált memória B sejtek százalékos arányában a betegek és az egészségesek között. 
A CD69 mellett a CD25 (IL-2 receptor α lánca) expresszióját is vizsgálatuk, de nem találtunk 
szignifikáns eltérést az egészségesek és a betegek között. 
 
5.13 A TNF blokkoló terápia hatása a regulator B sejtek arányára 
 
A betegektől a megjelölt időpontokban vért vettünk, majd PBMC izolálás után a sejteket CpG-
vel és CD40 ligandummal aktiváltuk 48 órán keresztül. A sejtfelszíni jelölés (CD19 és CD27) 
után fixáltuk és permeabilizáltuk a mintákat majd intracellulárisan megjelöltük az IL-10-et (21. 
ábra). A nem stimulált kontroll mintákban, illetve a CpG+CD40L-mal stimulált CD27- naiv B 
sejtek esetében (hasonlóan az egészségesekhez és a biológiai terápiát nem kapó RA-s 
betegekhez) alacsony IL-10 expressziót figyeltünk meg, ami a terápia előrehaladtával nem 
változott. Az IL-10 termelő regulator CD27+ memória B sejtek a biológiai terápia kezdetekor a 
betegekben szignifikánsan kevésbé voltak indukálhatók, mint az egészségesekben (6,0 ± 2,3 vs. 
9,9 ± 3,1). A terápia előrehaladtával azonban szignifikánsan nagyobb százalékban lehetett 
regulator B sejteket kimutatni a memória B sejtek között, 18 hónap elteltével 13,9 ± 2,1 








21. ábra – Regulátor B sejtek arányának változása az anti-TNF terápia előrehaladtával. 
 
A: reprezentaív kapuzási stratégia; a regulátor B sejtek százalékos aránya a B: CD27- naiv B sejtek 
között a kontroll mintában; C: a CpG+CD40L-mal stimulált mintában; D: a CD27+ memória B sejtek 
között a kontroll mintában, illetve E: a CpG+CD40L-al stimulál sejtek között. 






A B10 sejtek növekvő száma összecseng a DAS28 index csökkenésével a betegekben, azonban 





20. ábra – A biológiai terápiában (TNF gátló) részesülő betegek szérum IL-10 szintjének 
meghatározása ELISA módszerrel 
 
A kezelés előrehaladtával egyik betegben sem változott a perifériás vérből izolált szérumban az IL-10 
szintje  
 
5.14 Citrullin specifikus ellenanyagok detektálása a szérum 
mintákban 
 
Kutatócsoportunk korábban kifejlesztett egy ELISA módszert, amivel az RA-s betegek 
81százalékában képes volt kimutatni különböző citrullin tartalmú fehérjék elleni 
ellenanyagokat a betegek szérumából. A módszer előnye többek között, hogy elkülöníthetőek 
a különböző citrullin tartalmú fehérjék elleni ellenanyagok. A korábbi eredményekkel 
összhangban megfigyeltük a betegek közötti különbséget, vagyis különböző citrullinált 
fehérjékre specifikus ellenanyagok elérő szintjét. Kíváncsiak voltunk arra, hogy a terápia 
előrehaladtával, így a Breg sejtek arányának növekedésével vajon változik-e a szérum ACPA 
szintje. A hat beteg szérumát öt időpontban teszteltük, de nem találtunk változást a terápia 





213. ábra – A biológiai terápiában részesülő betegek szérum mintáiban található különböző 
citrullinált fehérjékre specifikus ellenanyagok szintjének vizsgálata ELISA módszerrel 
 
A terápia előrehaladtával egyik betegben sem változott a perifériás vérből izolált szérumban a 
citrullin tartalmú fillagrin- (fil5, fil19) a kollagén- (coll), a vimentin- (vim), illetve a fibrin- peptidekre 











A B sejtek, mint a humorális immunválasz effektor sejtjei, ellenanyagokat termelnek, 
melyek segítik az antigének eliminálását. Ezen kívül a különböző stimulusok hatására pro- és 
anti-inflammatorikus citokinek termelésével is részt vesznek az immunválasz szabályozásában. 
Az IL-10 termelő regulátor B sejtek, vagyis a B10 sejtek, IL-10 termelésük révén játszanak 
szerepet az anti-inflammatorikus folyamatokban. A humán perifériás vérben Breg sejtek kis 
százalékban vannak jelen (<1%), de a megfelelő stimulusok hatására az arányuk növekedhet, 
különösen a gyulladásos környezetben. Doktori munkám során kiválasztottuk azt a gyulladást 
imitáló stimulus kombinációt (baktériumokból vagy elpusztult sejtekből származó metilálatlan 
DNS daraboknak megfelelő CpG oligonukleotid, és BCR felismerés nélküli CD40 szignál) ami 
a leginkább indukálja humán a perifériás vérből származó B sejtek IL-10 termelését és 
összehasonlítottuk az egészséges önkéntesekből és az RA-s betegekből származó B10 sejtek 
funkcióját. 
Az irodalmi adatok a humán B sejtek IL-10 termelésének indukálása tekintetében számos 
helyen ellentmondásosak. Ennek részben az az oka, hogy a különböző kutató csoportok a 
különböző receptorokon (elsősorban a BCR-en, CD40-en és a TLR-on) keresztüli stimulusokat 
eltérő ideig, illetve eltérő dózisban alkalmazzák [2, 10, 62, 77]. Kutatásaink során 
megerősítettük, hogy a 48 óráig tartó CpG+CD40L-al való kettős stimulus optimális a humán 
B sejtek IL-10 termelésének kiváltásához. Ez az aktivátor kombináció főleg a CD27+ memória 
B sejtekben indukálja az IL-10 termelését (∼10%), míg a CD27- naiv B sejtekben sokkal kisebb 
mértékben (1-3%). Az IL-10 termelő memória B sejtek (CD27+IL-10+) további fenotipikus 
jellemzése során megállapítottuk, hogy a CD24 sejtfelszíni molekula a sejtek nagyjából 80 %-
án jelen van, míg a CD38 molekulát csak a sejtek 20 százaléka expresszálja. Kimutattuk, hogy 
a CpG+CD40L mellett a BCR-en keresztül érkező stimulus csökkenti az IL-10 termelő B sejtek 
számát. Ezen kívül azt tapasztaltuk, hogy a B sejtek antigén felismerése során szerepet játszó 
stimulusok, a BCR-en, illetve a CD40-en keresztüli stimulusok önmagukban csak kis 
mértékben indukálják a humán B sejtek IL-10 termelését. Ebből arra következtethetünk, hogy 
az IL-10 termelő regulátor B sejtek in vivo akkor képződhetek, amikor a BCR szignál alacsony 
(például autoimmun folyamatokban, amikor az autoreaktív B sejtek csak kis affinitással 
kötődnek az antigénekhez, esetleg amikor az immunrendszer többi sejtje már eliminálta a 
gyulladást kiváltó antigént, és így hozzájárulnak a gyulladási válasz lecsengéséhez). 
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Számos különböző egér modellel végzett kísérlet mutatja, hogy a regulátor B sejteknek 
fontos szerepük van az autoimmun folyamatokban [37, 78, 79]. Ezzel szemben a humán 
regulátor B sejtek autoimmun betegségekben játszott szerepéről viszonylag keveset tudunk 
[80]. Bizonyos szövet-specifikus, illetve szisztémás autoimmun betegségekben a B10 sejtek 
megnövekedett arányáról számoltak be [2], azonban más kutatók az RA-s betegek esetében az 
egészséges önkéntesekhez viszonyítva alacsonyabb regulátor B sejt százalékot találtak a 
CD24hiCD38hi populációban [15]. A szisztémás lupusz eritematózusz-os betegek esetében azt 
tapasztalták, hogy a regulátor B sejtek funkciója károsodott [14]. Az RA-s betegek esetében is 
beszámoltak olyan vizsgálatokról, ahol csökkent a CD24hiCD27+ IL-10 termelő Breg sejtek 
száma, az egészségesekhez képest, különösen a betegség korai szakaszában, és ezeknek a 
sejteknek csökkent a regulátor funkciója is [62]. Ezekkel az utóbbi adatokkal összhangban, 
kísérleteink során mi is azt találtuk, hogy az RA-s betegek (közepesen aktív és aktív betegség 
fennállása esetén) szignifikánsan kevesebb CD19+CD27+ IL-10 termelő regulátor B sejttel 
rendelkeznek, mint az egészséges önkéntesek. Továbbá, az RA-s betegekből izolált B sejtekből 
származó regulátor B sejtek szignifikánsan kevésbé voltak képesek csökkenteni az autológ 
CD4+ T sejtek IFN termelését, mint az egészségesekből származók, rámutatva arra, hogy a 
regulátor B sejtek szerepet játszhatnak a betegség kialakulásában és patomechanizmusában. 
Ugyanakkor az IL-21 hatására, a CpG+CD40L mellett, szignifikánsan növekszik a regulátor B 
sejtek aránya, illetve a szupresszív képességük az egészségesek és az RA-sok esetében is.  
A B sejtek a különböző aktivátorok hatására gyulladási citokineket is termelhetnek. [81, 
82]. A T sejtektől függő immunválasz során, amit CD40L-al és a BCR-en keresztüli 
aktivációval mimikálhatunk, a B sejtek proliferálnak és TNF, illetve IL-6 termelésük révén 
hozzájárulnak a gyulladási folyamatok erősítéséhez [82]. Ezzel szemben, ha a CD40L mellett 
nincs jelen a BCR-en keresztül érkező specifikus jel, viszont CpG-vel aktiváljuk a sejteket, ami 
a bakteriális DNS-t, illetve a gyulladás során elpusztult sejtekből felszabaduló DNS-t 
mimikálja, az a szupresszáló IL-10 termeléséhez vezet. Az így kialakult citokin környezet 
hozzájárulhat a gyulladási folyamatok lecsengéséhez, illetve a szervezet autoimmun 
folyamatokkal szembeni védelméhez. 
Vizsgálataink során azt tapasztaltuk, hogy a CpG+CD40L kettős stimulus az IL-10 
mellett a gyulladási TNFα termelését is indukálja. Ugyanakkor az intracelluláris citkoin mérés 
során megfigyeltük, hogy ezt a kétféle citokint a B sejtek két eltérő populációja termeli, alig 
van olyan sejt (<1 %), ami egyidejűleg képes termeli azokat. A különböző stimulusokat 
(CD40L,CpG és αhIgG/M) és azok kombinációját összehasonlítva megállapítottuk, hogy a 
CpG+CD40L indukálja a legnagyobb mértékben a szupresszáló IL-10 termelését ugyanakkor 
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a TNFα termelést hasonló mértékben indukálja, mint a többi stimulus az egészséges 
önkéntesektől származó mintákban, így ez a stimulus kombináció lehet az, ami a gyulladási 
folyamatokat eltolja a lecsengés irányába. Ugyanakkor az RA-s betegekből izolált mintáknál 
minden stimulus, így a CpG+CD40L esetében is szignifikánsan magasabb TNFα termelést 
tapasztaltunk, az egészséges önkéntesekhez viszonyítva, illetve az IL-10 és TNFα kettősen 
pozitív sejtek aránya is megemelkedett, ami hozzájárulhat az RA-s betegek regulátor B 
sejtjeinek csökkent funkciójához. 
A B sejt kultúrák felülúszójából mért gyulladási citokinek (IL-6, TNFα, IL-17 és IFNγ) 
szintje azokban a mintákban volt a legmagasabb, amelyekben a BCR-en keresztül is aktiválva 
voltak a sejtek. A CpG+CD40L stimulus kombináció hatására szignifikánsan több IL-10-et 
szekretáltak a B sejtek 43 óra elteltével, mint gyulladási citokint. Ez alól csak az IL-6 jelentett 
kivételt, amiből körülbelül azonos mennyiségűt mértünk, mint IL-10-ből. Egészséges 
önkéntesekből származó B sejt kultúrákban az IL-10 és az IL-6 intracelluláris festése során 
láttuk, hogy majdnem minden IL-10 termelő B sejt termel IL-6-ot is. Irodalmi adatok alapján 
tudjuk, hogy az IL-6 gátolja a Th1 irányú polarizációt, így az IFNγ termelést, valamint segíti a 
helper T sejtek Th2-es irányba történő polarizációját [83]. Ezeken kívül a naiv CD4
+ T sejtekben 
fokozza az IL-21 termelését [84], így összességben feltételezhető, hogy ezeken a hatásokon 
keresztül az IL-6 hozzájárulhat a humán regulátor B sejtek szupresszáló funkciójához. 
Az IL-21 központi szerepet játszik a B sejtek plazmasejtté érésében a T- sejt dependens 
immunválasz során [85, 86]. A CD40-en és az IL-21 receptoron keresztül érkező szignálok 
jelentős mértékben fokozták az IL-10 pozitív B sejtek számát az egerekben, illetve javították 
autoimmun betegségek kórlefolyását egyes állat modellekben, ha ezeket a sejteket 
visszajutatták az egerekbe. Így az IL-21 esetleg terápiás potenciállal is rendelkezhet [87, 88], 
de az ilyen jellegű hatását eddig nem tesztelték humán B sejteken. Vizsgálataink során azt 
tapasztaltuk, hogy az IL-21 jelenlétében a CpG+CD40L hatására kialakuló IL-10+ regulátor B 
sejtek száma szignifikánsan megnőtt, mind a CD19+CD27+ memória B sejt populációban, mind 
pedig a CD19+CD27- naiv B sejtek esetében. Ezen kívül, nem találtunk különbséget sem 
számban, sem pedig az autológ CD4+ T sejtek IFNγ termelelését gátló funkció tekintetében az 
egészséges önkéntesek és az RA-s betegek között a CpG+CD40L+IL-21 hármas stimulus 
hatására, vagyis az IL-21 képes volt korrigálni a betegekből származó Breg sejtek csökkent 
funkcióját. 
A Breg sejtek indukálásán kívül az IL-21 elengedhetetlen szerepet játszik a B sejtek 
plazmasejtté való differenciálódásában [85, 86, 89]. Indukálja a Blimp-1 expresszióját, ami a 
plazmabalsztok, illetve a plazmasejtek fő transzkripciós faktora [85]. A Blimp-1 és az IL-10 
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egyidejű intracelluláris vizsgálata során azt tapasztaltuk, hogy a két napig tartó CpG+CD40L 
stimulus hatására csak kis mértékben képződtek Blimp-1 pozitív plazmasejtek, illetve 
plazmablasztok és szinte elhanyagolható volt az IL-10+ reguláló plazmablasztok jelenléte, ezzel 
szemben, ha az IL-21 is jelen volt, akkor szignifikánsan magasabb volt mind az IL-10+ reguláló 
B sejtek, mind az IL-10+Blimp-1+ reguláló plazmasejtek, plazmablasztok aránya, mind pedig a 
csak Blimp-1+ sejtek aránya. Öt nap elteltével tovább nőtt a Blimp-1+ sejtek aránya, az IL-10+ 
sejtek aránya csökkent - feltehetőleg ezek tovább differenciálódtak plaz- 
mablaszttá/plazmasejtté - a dupla pozitív sejtek aránya pedig alig változott a hármas stimulus 
hatására. Tehát az IL-21 nem csak a B sejtek plazmasejtté való érésében, illetve az IL-10 
termelő regulátor B sejtek kialakulásában játszik fontos szerepet, hanem humán perifériás 
vérből izolált B sejtek esetében az IL-10 termelő regulátor plazmasejtek, regulátor 
plazmablasztok kialakulásában is fontos szerepet játszik. A regulátor B sejtek által termelt IL-
10 nem befolyásolta a plazmasejtek kialakulását és a B sejtek ellenanyag termelését. A korábbi 
egerekkel végzett vizsgálatokkal összhangban, a mi eredményeink is azt támasztják alá, hogy 
bár a B10 sejtek gátolják a CD4+ T sejtek INFγ termelését, de a plazmasejtek IgM és IgG 
termelésére nincs hatásuk [3, 90]. Ezek az adatok arra engednek következtetni, hogy a regulátor 
B sejtek főleg a gyulladás szabályozásán és nem az ellenanyag termelés gátlásán keresztül 
játszanak szerepet az immunválaszban. 
A humán B sejtek IL-10 termeléséhez vezető jelátviteli útvonalak még nem pontosan 
tisztázottak, a MAP kinázok közül az ERK és a p38 valamint a STAT3 játszhatnak szerepet 
benne [10, 91-93]. Első lépésként a CpG+CD40L hatására foszforilálódó kulcsmolekulákat 
térképeztük fel. A makrofágok esetében a TLR9-en keresztüli aktiváció eredményeként az ERK 
a p38 és az NF-κB útvonalak aktiválódnak és vezetnek az IL-10 termeléséhez [94]. Egér B 
sejtek esetében a CD40-en keresztüli stimuláció a PI3K-AKT útvonal aktiválódásán keresztül 
gátolja a p27 sejtciklust szabályozó fehérje működését. A p27 fehérje a ciklin dependens 
kinázok gátlásán keresztül gátolja a sejtosztódást, foszforiláláció hatására inaktívvá válik, így 
engedi tovább a sejteket a sejtciklusban [95]. Kísérleteink során láttuk, hogy a humán B 
sejtekben a CpG+CD40L hatására a p38-on és az ERK-en kívül a CREB [94], illetve a p27 is 
foszforilálódik 
A különböző inhibítorok vizsgálata során, illetve a fehérjék foszforilációs szintjének 
foszfo-flow módszerrel való vizsgálata során megerősítettük, hogy hasonlóan a makrofágokhoz 
[94] és a dendritikus sejtekhez [96] a p38, az ERK és a CREB elengedhetetlenül fontos a humán 
B sejtek IL-10 termeléséhez. Kísérleteinkben a MEK inhibítor hatására az IL-10 szint nem 
csökkent szignifikánsan, ez azért lehetséges, mert az általunk használt koncentrációban az 
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inhibítor csak a MEK1-et gátolta, a MEK2-t viszont nem. A STAT3 szerepe elengedhetetlen a 
humán naiv B sejtek effektor B sejtté való érésében [91]. Egy korábbi tanulmánnyal szemben 
[93], az általunk használt CpG+CD40L kettős stimulus hatására a STAT3 nem foszforilálódott, 
ennek oka lehet az eltérő inkubációs idő, illetve az aktivátorok alacsonyabb koncentrációja. A 
STAT3 foszforilációs szintjének változását az idő függvényében mi csak azokban a mintákba 
figyeltük meg, ahol a CpG+CD40L mellett jelen volt az IL-21 is. 
A kulcsfontosságú jelátviteli molekulák foszforilációját az RA-s betegek B sejtjeiben is 
vizsgáltuk. Szignifikánsan alacsonyabb foszforilációs szintet figyeltünk meg az RA-s betegek 
esetében az egészséges önkéntesekhez képest a p38 és az ERK esetében is, ami összhangban 
van az alacsonyabb B10 százalékkal; ugyanakkor a STAT3 foszforilációs szintjében a 
különbség nem volt szignifikáns. 
Az RA-s betegek esetében használt biológiai terápiák között egy új terápiás 
mechanizmust írtak le az adalimumab esetében. A terápiás ellenanyag képes blokkolni a TNFα 
kapcsolódását az 1-es típusú TNF receptrohoz (TNFRI) és így csökkenti a gyulladást. Ezen 
kívül a monociták membránjához kötődött TNF-hez is képes kötődni, hozzájárul a Treg 
sejteken lévő TNF-RII-höz való kötődéshez, ami fokozza a Treg-ek osztódását, így 
csökkentvén a gyulladási folyamatokat és hozzájárulva a tolerancia kialakításához. [75, 97]. 
Azonban egy másik TNF gátló, az etanercept (Enbrel) esetében, ami egy szolubilis TNF 
receptor, bár ugyanannyira hatékony az RA terápiájában, nem figyeltek meg ilyen jellegű hatást 
[64, 74]. 
Az RA-s betegekben nem csak a regulátor B sejtek, de a regulátor T sejtek funkciója is 
sérült [14, 15, 62, 80, 98, 99], így az osztódásuk elősegítése, illetve a funkciójuk helyreállítása 
hozzájárulhat az RA-s betegek hatékony terápiájához. 
A Breg sejtek elősegítik a Treg sejtek osztódását, illetve egyidejűleg gátolják az effektor 
T sejtek a gyulladási citokin termelését [15, 100]. Lehetséges, hogy a kísérleteink során az anti-
TNF terápia előrehaladtával emelkedő Breg szint hozzájárulhat a Treg sejtek aktivációjához, 
így fokozza azok autoimmun folyamatokban kifejtett gyulladáscsökkentő hatását. Az anti-TNF 
terápia regulátor B sejtekre kifejtett hatását korábban még nem tanulmányozták. 
Az irodalmi adatok alapján a TNF blokkolók hatására a keringésben növekszik az 
IgD+CD27+ memória B sejtek aránya, mivel ezek a terápiás anyagok gátolják ezen sejtek 
gyulladásos környezetbe való bejutását [68]. A betegektől kapott vérből izolált PBMC-ben 
vizsgáltuk az IgM+CD27+ memória sejtek arányát a terápia előrehaladtával, de nem találtunk 
szignifikáns változást a 18 hónap alatt. 
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A CD69 sejtfelszíni molekula fontos szerepet játszik a limfociták migrációjában és 
citokin termelésében, valamint egyike a legkorábbi aktivációs markereknek mind a T, mind a 
B sejtek esetében. Többek között a TNF és az IFNβ hatására is fokozódik az expressziója [101].  
Az anti-TNF terápia előrehaladtával vizsgáltuk a CD69 expressziójának változását a CD27+ 
memória B sejtek felszínén. Az RA-s betegek CD27+ memória B sejtjei között szignifikánsan 
nagyobb százalék fejezte ki ezt az aktivációs molekulát, mint az egészséges önkéntesek 
esetében. A biológiai terápia előrehaladtával, már a hatodik hónapra, a CD69 szintje az 
egészségesek szintjére csökkent és a 18. hónapnál sem emelkedett. Ezek az adatok igazolják, 
hogy a terápia hatására, a TNF neutralizációján keresztül, csökken az újonnan aktiválódó B 
sejtek aránya így a folyamatosan aktiválódó auto-reaktív memória B sejtek aránya is. 
A TNF-blokkolók hatására, egy átmeneti csökkenés után, emelkedett az IL-10 termelő 
regulátor B sejtek aránya, a 6-18. hónapra megközelítette az egészségesek esetében megfigyelt 
arányt. Ezen adatok alapján feltételezzük, hogy a B10 sejtek növekvő aránya hozzájárulhat a 
regulátor T sejtek indukálásához, és így az anti-TNF terápia hatékonyságához. 
Bár a nagyon kevés nyomon követett beteg miatt nem tudtunk pontos korrelációt számolni a 
betegség súlyossága (DAS28) és a Breg sejtek aránya között, megfigyelhető a tendencia 
miszerint minél alacsonyabb a DAS28 érték annál nagyobb mértékben indukálhatók az IL-10 
pozitív regulátor B sejtek. 
Bár a regulátor T sejtek és a regulátor B sejtek is az IL-10 termelésén keresztül fejtik ki 
szupresszáló mechanizmusuk egy részét, nem találtunk változást a szérum IL-10 szintjében. 
Ez azért lehetséges, mert az általuk termelt IL-10 képes kötődni a többi B sejten, a T sejteken, 
a monocitákon, illetve az egyéb sejteken megtalálható IL-10 receptorhoz, így a regulátor B 
sejtek számának növekedésének ellenére nem mutatható ki a szérumban emelkedett IL-10 szint. 
Ezen kívül a változatlan szérum IL-10 koncentrációhoz az is hozzájárulhat, hogy a regulátor B 
sejtek csak a gyulladás helyszínén aktiválódnak és az általuk szekretált IL-10 parakrin módon 
csak abban a környezetben fejti ki hatását. 
Az RA diagnosztikájában az egyik legjobban használható szerológiai marker a 
citrullinált fehérjék elleni ellenanyagok (ACPA-k) jelenléte. A betegek 60-70 %-ban 
megtalálhatók ezek az ellenanyagok [52, 102], de az irodalmi adatok eltérőek arra vonatkozóan, 
hogy az anti-TNF terápiák befolyásolják-e ezek szintjét a betegek szérumában [103]. 
Vizsgálataink során mi nem figyeltünk meg változást a biológiai terápia előrehaladtával a 
betegek szérumának ACPA szintjében. A terápia előrehaladtával a CD27+ memória B sejtek 
alacsonyabb százaléka expresszálta a CD69 korai aktivációs markert, vagyis kevesebb B sejt 
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aktiválódott, de ez nem befolyásolta a szérumban az auto-antitestek szintjét, mivel ezek nagy 
részét a csontvelőben található hosszú életű plazmasejtek termelik. 
Sajnálatos módon csak nagyon kevés beteget sikerült 18 hónapig nyomon követnünk, 
vizsgálataink során megfigyeltük, hogy az anti-TNF terápia hatására az RA-s betegekben 
emelkedett az IL-10 termelő regulátor B sejtek száma ugyanakkor csökkent a CD69+ memória 






 A B sejtek fő funkciója az aktivációjuk által indukált ellenanyag termelés, ezenkívül 
pro- és antiinflammatorikus citokinek termelésével is reagálnak a különböző hatásokra. A 
regulator B sejtek (Breg) különböző mechanizmusokon keresztül képesek csökkenteni az 
autoimmun és a gyulladási folyamatokat, a leginkább kutatott populációjuk az IL-10 termelő 
regulátor B sejtek (B10 sejtek). A B sejtek fontos szerepet játszanak a rheumatoid arthritisz 
(RA) kialakulásában, ami egy krónikus autoimmun betegség. Ugyanakkor a gyulladási 
citokinek, többek között a tumor nekrózis faktor α (TNFα) hozzájárulnak az RA 
patogeneziséhez, az autoimmun folyamatok erősítésével, illetve az ízületekben a gyulladási 
folyamatok hosszú távú fenntartásával előidézik azok károsodását. Az anti-TNF terápia széles 
körben használt az RA kezelésében és egyike a leghatékonyabb terápiáknak, de a pontos 
hatásmechanizmusa nem teljesen ismert. Az irodalmi adatok ellentmondásosak a regulátor B 
sejtek arányáról autoimmun betegségekben. Célul tűztük ki, hogy azonosítjuk az optimális 
stimulust, ami indukálja az IL-10+ Breg sejteket, és az ezek kialakulásában szerepet játszó 
jelátviteli utak feltérképezését. A regulátor B sejtek arányának és funkciójának 
összehasonlítását az egészséges önkéntesek és az RA-s betegek között. Az anti-TNF terápia 
hatásának nyomon követését a B10 sejtek arányára RA-s betegek esetében, illetve a B sejtek 
felszínén az aktivációs markerek, és a betegek szérumában az IL-10 és a citrullinált fehérjékre 
specifikus ellenanyagok szintjének változását a terápia előrehaladtával. Eredményeink azt 
mutatják, hogy a 48 órán keresztüli CpG+CD40L kettős stimulus optimális a B sejtek IL-10 
termeléséhez, és ezt az IL-21 szinergikusan tovább erősíti. Azonosítottuk a CD19+CD27+ 
memória B sejteket, mint a humán IL-10+ regulátor B sejtek fő forrását. Az RA-s betegekből 
izolált mintákban szignifikánsan kisebb százalékban tudtuk kimutatni a CD19+CD27+IL-10+ B 
sejteket, mint az egészséges önkéntesekből származókban, illetve ezek kevésbé hatékonyan 
voltak képesek csökkenteni a CD4+ helper T sejtek IFN termelését. Az IL-21 hatására 
nagymértékben emelkedett az IL-10+ Bregek száma, ezenkívül indukálta az IL-10+Blimp-1+ 
plazmabalszok megjelenését. A jelátviteli utak vizsgálata során kimutattuk, hogy az ERK, a 
p38 és a CREB aktivációja elengedhetetlenül fontos az IL-10 átíródásában, illetve hogy a 
STAT3 foszforilációja tovább erősíti a humán B sejtek IL-10 termelését. Az anti-TNF terápiát 
kapó RA-s betegek esetében megfigyeltük, hogy hat hónappal a terápia kezdete után 
szignifikánsan emelkedett a regulátor B sejtek aránya, míg CD69 aktivációs marker 
expressziója csökkent a B sejtek felszínén. Ezzel szemben a szérumban az IL-10 
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koncentrációja, illetve az általunk vizsgálat citrullinált fehérjék elleni ellenanyagok szintje nem 





 The most important feature of B cells is the production of Abs upon activation; 
additionally, B cells produce pro- and anti-inflammatory cytokines in response to certain 
stimuli. Regulatory B cells (Bregs) suppress autoimmune and inflammatory responses via 
different mechanism, the mostly studied population the IL-10–producing B cells (B10 cells). B 
cells play a crucial role in the development and maintenance of the chronic inflammatory 
autoimmune disease, rheumatoid arthritis (RA). At the same time cytokines, including tumor 
necrosis factor alpha (TNFα) are involved in RA pathogenesis by augmenting autoimmunity, 
sustaining long term inflammation in the synovium, and promoting joint damage. Anti-TNF 
therapy is one of the most efficient and widely used therapies for RA, although its mechanism 
is not clarified yet. In addition, controversial data are available on the ratio of regulatory B cells 
in autoimmune diseases.  
 Our aim was to identify the optimal conditions that induce IL-10+ Bregs, to shed light 
on the signaling pathways that are responsible for their expansion and to compare the frequency 
and function of the regulatory B cells between the healthy controls and RA patients. To study 
the influence of anti-TNF therapy on B10 cells in RA, to follow the alteration of B cell 
activation markers and to monitor the level of citrullinated peptid-specific antibodies and the 
secreted IL-10 in patients’ sera during the therapy.  
 The results show that dual stimulation by CpG and CD40L for 48 h is optimal for IL-10 
induction, and this can be synergistically boosted by IL-21. We identified the CD19+CD27+ 
memory B cell population as the major source of IL-10+ Bregs. We detected significantly fewer 
CD19+CD27+IL-10+ cells in RA patients compared with healthy controls, and these were 
functionally defective in suppressing IFNγ production by CD4+ T cells in coculture. IL-21 
drastically increased the number of IL-10+ Bregs. Furthermore, it induced the appearance of IL-
10+Blimp-1+ plasmablasts. Monitoring the phosphorylation of key signaling molecules revealed 
that activation of ERK, p38, and CREB is indispensable for the induction of IL-10 production, 
whereas phosphorylation of STAT3 further enhances IL-10 expression in human Bregs. We 
have observed that at six month after starting the anti-TNF therapy in RA patients the frequency 
of B10 cells remarkably increased, while the expression of the activation marker, CD69 
decreased on B cells. In contrast, serum levels of IL-10 and anti-citrullinated peptide antibodies 
did not change posttreatment. 
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9. Fontosabb új eredmények 
 
 Az általunk alkalmazott stimulusok közül a 48 óráig tartó CpG+CD40L kettős 
stimulus indukálta a leghatékonyabban a humán regulátor B sejteket, elsősorban a 
CD27+ memória sejtek között. 
 Az IL-10 termelő regulátor B sejtek csak elenyésző része termel TNFα-t, ezzel 
szemben nagy részük expresszálja az IL-6-ot egy időben az IL-10-el. 
 Intracelluláris citokin meghatározás segítségével illetve ELISA módszerrel 
kimutattuk, hogy az IL-21 szinergisztikusan fokozza a CpG+CD40L mellett a B sejtek 
IL-10 termelését. 
 A T és B sejt ko-kultúrával végzett vizsgálataink rávilágítottak, hogy a humán Breg 
sejtek képesek gátolni a CD4+ T sejtek IFNγ termelését. 
 Intracelluláris IL-10 és Blimp-1 jelölés segítségével megállapítottuk, hogy a 
plazmasejtek is képesek a reguláló IL-10 termelésére. 
 Foszfo-flow módszerrel kimutattuk, hogy a p38 az ERK és a STAT3 elengedhetetlen 
szerepet játszanak a B sejtek IL-10 termelésében. 
 Az egészséges önkéntesek és az RA-s betegek mintáinak összehasonlítása során 
megállapítottuk, hogy a 48 órán át tartó CpG+CD40L hatására szignifikánsan 
kevesebb Breg sejt indukálódott a betegekből származó mintákban és ezek 
funkcionálisan sem voltak képesek ugyanolyan mértékben gátolni a CD4+ T sejtek 
IFNγ termelését, mint az egészségesekből származó sejtek. 
 Az RA-s betegek mintáira jellemző volt, hogy a B sejtek szimultán termelték a reguláló 
IL-10-et és a gyulladási TNFα-t. 
 Ugyanakkor az IL-21 hatására az RA-s betegekből izolált mintákban az egészséges 
önkéntesekkel azonos mértékben indukálódott a Breg populáció, ami funkcionálisan 
is ugyanolyan hatékonyan gátolta a CD4+ T sejtek IFNγ termelését. 
 A különböző anti-TNF terápiák hatására az RA-s betegekben csökkent a CD19+CD69+ 
sejtek aránya, ami a sejtek felszínén megjelenő egyik korai aktivációs marker. 
 A terápia előrehaladtával emelkedett az IL-10 termelő regulátor B sejtek aránya. 
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 A szérumban a különböző citrullinált fehérjékre specifikus ellenanyagok illetve az IL-
10 szintje nem változott az általunk vizsgált időintervallumban, vagyis a kezelés 
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